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RESUMEN 
El tejido adiposo cumple un papel clave como regulador del metabolismo energético 
y el exceso de energía acumulada en el adipocito, aumenta el riesgo de padecer 
obesidad y enfermedades metabólicas asociadas. El estudio de los mecanismos 
moleculares que involucra la adquisición del fenotipo adipocítico son de gran 
importancia para poder generar enfoques terapéuticos para combatir la obesidad.  
Este estudio doctoral provee nuevo conocimiento acerca de la modulación funcional 
del tejido adiposo y los mecanismos moleculares que podrían activar el gasto calórico 
y la termogénesis en el adipocito blanco.  
Dentro del grupo de factores más destacados en las características del adipocito se 
encuentra el receptor PPAR. Este receptor junto a sus coreguladores de activación 
transcripcional, son un punto importante de investigación para el desarrollo de 
terapias para la diabetes tipo 2 y la obesidad. Por tanto el presente trabajo en el 
capítulo 1 describe la importancia de algunos enfoques terapéuticos para el 
tratamiento de la obesidad, realizando énfasis en el conocimiento actual de la 
fisiología del adipocito blanco, pardo y beige y los factores que podrían regular su 
fenotipo a nivel molecular. El capítulo 2 muestra como la activación selectiva 
mediante un agonismo diferencial de PPAR es determinado por la unión diferencial 
de cofactores que median cambios conformacionales en presencia de ligandos, ello 
modula la adipogénesis de los preadipocitos 3T3-L1 y podría mitigar los efectos 
indeseables de una agonismo completo de PPAR.   
A partir del capítulo 3 se profundiza en la descripción de una posible vía de 
activación del gasto calórico en el tejido adiposo blanco mediante la inducción de 
proteínas involucradas en la termogénesis del adipocito pardo. Uno de los factores 
capaces de activar esta función en el adipocito blanco es la proteína pRb, reconocida 
sobre todo por su acción como supresor de tumores, pero con un papel importante a 
nivel de diferenciación de los adipocitos. pRb  puede unirse a factores de la 
transcripción específicos y modular también la diferenciación miogénica, osteogénica 
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o adipogénica.  A nivel de adipogénesis la inactivación de pRb produce resistencia a 
la obesidad por un aumento de la actividad de proteínas termogénicas en modelos 
murinos y en células mesenquimales. Por ello una alternativa plausible sería hallar 
factores que modulen la actividad de pRb en el adipocito blanco, este es el caso de la 
proteína EID1, la cual en estudios iniciales demostró un efecto regulador negativo de 
pRb en células mioblásticas, ello condujo a la valoración funcional de EID1 en 
células adiposas y al estudio más profundo de sus efectos en la diferenciación celular.  
Por ello el capítulo 3 describe los hallazgos funcionales, moleculares y fenotípicos de 
la acción de EID1 en la adipogénesis de los preadipocitos 3T3-L1, encontrando que la 
sobre-expresión de EID1 disminuye la acumulación de lípidos y regula 
negativamente la expresión de pRb durante la diferenciación de células 3T3-L1. 
Además, EID1 aumenta la expresión de proteínas involucradas en la termogénesis 
como UCP1 y PGC-1. El avance en los interesantes hallazgos de la acción de EID1 
en la adipogénesis condujo a profundizar en su función caracterizando la acción de 
esta proteína en células mesenquimales derivadas de tejido adiposo humano 
(subcutáneo), resultados descritos en el capítulo 4.  Los datos señalan que la sobre-
expresión de EID1 disminuye la acumulación de lípidos luego de inducir 
diferenciación adipogénica y activa proteínas como UCP1, PGC-1 y TFAM, 
comprometidas en el gasto calórico lo cual es característico de células ” brown-like” 
o beige. De hecho las células mesenquimales moduladas con EID1 expresan CD137, 
un marcador específico de adipocitos beige recientemente caracterizado.   
Todos los datos reunidos en esta investigación muestran interesantes hallazgos en la 
fisiología y la actividad molecular  dada la modificación de la adipogénesis tanto de 
adipocitos de ratón (3T3-L1) como en células madre adiposas mesenquimales 
aisladas a partir de muestras de grasa subcutánea humana. En ambos casos 
observamos un aumento en la expresión de proteínas involucradas en el gasto 
calórico, mediante la sobre-expresión de la proteína blanco de estudio EID1. 
Consideramos que la posible vía de acción que tiene más relevancia en la modulación 
de la diferenciación del adipocito comprende la regulación negativa de la proteína del 
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retinoblastoma.  Estos interesantes datos no solo contribuyen a la generación de 
nuevo conocimiento para el tratamiento de enfermedades crónicas no transmisibles 
sino, que abren una perspectiva adicional en el campo de la investigación traslacional.  
Consideramos que la continuidad de este estudio, incluye la realización de una 
construcción genética (transgén) con un promotor específico de tejido adiposo unido 
al gen de EID1 con miras al futuro desarrollo de un ratón transgénico como modelo 
para la caracterización de esta molécula como blanco terapéutico para tratar la 
obesidad. 
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CAPITULO 1 
INTRODUCCIÓN, MARCO TEÓRICO Y ESTADO DEL ARTE 
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1.1 INTRODUCCIÓN 
El sobrepeso y la obesidad son un problema de salud pública, que afecta tanto a 
países desarrollados como en vías de desarrollo (1). Claramente, la principal causa de 
esta epidemia se relaciona con un incremento en la ingesta de alimentos ricos en 
calorías, acompañado de  poca actividad física (2, 3). Este exceso energético es 
almacenado en el tejido adiposo en forma de lípidos (4). Basados en estos conceptos, 
resulta imprescindible conocer los mecanismos moleculares que rigen el destino de 
los adipocitos, es decir, que el entendimiento de la diferenciación de los adipocitos es 
fundamental para lograr generar planes terapéuticos (5).  En consecuencia, los 
estudios realizados en esta investigación se abordaron a partir de dos enfoques, el 
primero conllevó al entendimiento de la diferenciación de los adipocitos blancos a 
partir de la modulación del receptor nuclear PPAR, y la injerencia de sus proteínas 
coreguladoras en la adquisición del fenotipo adipocítico maduro. Dado que PPAR 
captura proteínas coactivadoras en presencia de ligando, el uso de ligandos sintéticos, 
puede generar cambios conformacionales en la proteína que modifican su función y 
por ende son blanco de estudio para el tratamiento de la obesidad y enfermedades 
como diabetes tipo 2 (6, 7).  
El segundo enfoque de esta investigación doctoral incluyó la caracterización de una 
vía capaz de modificar el fenotipo del adipocito blanco cuya acción está sujeta a la 
reserva de energía en forma de triglicéridos, por un adipocito capaz de gastar la 
energía acumulada mediante la producción de calor.  
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Bajo estos dos parámetros de estudio, los resultados de este trabajo se presentan a 
partir del capítulo 2, el cual considera el entendimiento de los mecanismos 
moleculares de la adipogénesis desde la modulación de PPAR, receptor nuclear que 
tiene una importante función como regulador transcripcional de múltiples genes 
involucrados en el metabolismo de lípidos y glucosa (8). PPAR es dependiente de 
ligandos para su activación y requiere de la asociación a cofactores que modulan la 
cromatina para iniciar la trascripción (9). Debido a que parte de la activación mediada 
por ligando depende del cofactor asociado a PPAR, se evaluó  el efecto diferencial 
determinado por 2 ligandos sintéticos de PPAR (rosiglitazona y telmisartan) y su 
repercusión  sobre la unión de diferentes cofactores y capacidad de modular tanto la 
expresión de genes específicos del adipocito como su efecto fenotípico a nivel de 
adipogénesis de preadipocitos 3T3-L1. Se encontró que células tratadas con 
telmisartan reducen la acumulación lípidos en comparación con rosiglitazona, estos 
hallazgos son debidos probablemente a una diferencia en cuanto al reclutamiento de 
coactivadores por parte de los agonistas estudiados. Así en estudios de transfecciones 
transitorias, la transactivación de PPAR es reducida tras el tratamiento con 
telmisartan comparado con rosiglitazona, efecto similar al observado en el estudio 
con los coactivadores SRC1, GRIP1, p300 y PRIP. Estos datos son también 
corroborados en estudios de interacción de proteínas a partir de doble híbrido donde 
PPAR tiene una afinidad significativa por el coactivador SRC1 en presencia de 
Rosiglitazona diferente a lo sucedido tras el tratamiento con telmisartán donde su 
unión no presenta valores significativos en la actividad de luciferasa.  Estos 
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resultados finalmente muestran que los efectos moleculares de los diferentes 
agonistas estudiados sobre PPAR son traducidos en efectos fisiológicos ya 
reportados que muestran que si bien el efecto agonista total de PPAR, es beneficioso 
para la sensibilidad a la insulina por reducir los niveles de ácidos grasos libres en 
plasma e hígado, genera también efectos no deseados como el incremento de peso, 
retención de líquidos entre otros. Por tanto la activación parcial de PPAR podría 
mantener los efectos positivos sobre el metabolismo, eliminando los efectos 
deletéreos del agonismo total (7). 
Continuando con la descripción del segundo enfoque de este estudio, que en un paso 
posterior se acoge a los conceptos que describe los mecanismos de regulación del 
gasto calórico y la termogénesis, los cuales son estudiados desde hace algunos años 
en el tejido adiposo pardo (10). Los adipocitos pardos tienen como función 
importante la generación de calor y la adaptación térmica. Si estos efectos 
fisiológicos pudiesen ser introducidos en el adipocito blanco, cuya función está sujeta 
a la reserva de energía en forma de triglicéridos, se podría plantear un plan 
terapéutico para la obesidad  (11, 12). Bajo estos aspectos, si finalmente el problema 
de la obesidad está sujeto a una indebida acumulación de energía en el adipocito, un 
posible enfoque farmacológico sería aumentar la eficiencia en el gasto energético de 
estas células a través de la activación de la termogénesis (13-15).  
Un estudio reciente mostró la presencia de un tejido adiposo con capacidad 
termogénica distinto del clásico adipocito pardo el cual fue denominado como 
adipocito beige/brown-like (similar al pardo), que actúa como adipocito blanco, 
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almacenando energía, pero al ser estimulado con frio u otras moléculas,  puede 
activar un programa termogénico similar al llevado a cabo por los adipocitos pardos 
(16-18). El hecho que estos tejidos disipen los triglicéridos mediante la activación de 
la termogénesis ofrece una estrategia potencial para combatir la obesidad. Uno de 
estos factores capaces de activar el consumo calórico en el adipocito es la modulación 
de la función pRb (19). Esta proteína además de poseer una importante función como 
regulador del ciclo celular, a nivel adipogénico ha demostrado ser importante en la 
determinación de las células progenitoras en la diferenciación hacia célula grasa 
blanca o célula brown-like. La inactivación de pRb en células embrionarias de ratón y 
en modelos murinos sometidos a dieta alta en calorías, generó tanto activación de 
proteínas termogénicas como resistencia a la obesidad (20, 21). La función de pRb 
estaría más encaminada hacia una estimulación de la diferenciación de la 
adipogénesis hacia el adipocito blanco. La mayor actividad de pRb desempeña  un 
papel como regulador negativo de genes que codifican para proteínas termogénicas 
como PGC-1  y posteriormente UCP1, debido a su unión y represión de dos 
regiones del promotor de PGC-1. Adicionalmente, en experimentos con adipocitos 
blancos pRb-/- se observó mayor expresión de proteínas involucradas en el gasto 
calórico como UCP1 y PGC-1 (22). La búsqueda de nuevas proteínas que se unan a 
pRb y reduzcan su función fue una estrategia para identificar nuevos blancos en 
diferenciación celular y permitió el aislamiento de EID1.. La descripción inicial de 
EID1 fue realizada en dos estudios paralelos que reportaron mediante el uso de  la 
técnica de doble- híbrido en levadura y con librerías de cerebro y tejido cardiaco 
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humanos (23, 24), la unión de EID1 a pRb. En dichos estudios, reportaron una 
marcada expresión de EID1 en célula muscular y además una inhibición recíproca 
entre las dos proteínas (23).  Basados en estas observaciones iniciales se iniciamos los 
estudios para verificar si EID1 podría tener un papel funcional en el proceso de 
diferenciación de la célula grasa. Teniendo en cuenta que la diferenciación de la 
célula muscular depende del factor de la transcripción MyoD en forma paralela como 
el proceso en la adipogénesis es regulado en gran parte por PPAR, y que tanto en el 
músculo como en el adipocito, pRb podría tener un papel regulador de la 
diferenciación, planteamos el análisis de esta molécula en la célula adiposa. En este 
proceso de investigación se trazó un plan de estudios para desarrollar en 3 etapas. La 
primera etapa, descrita en el capítulo 3, se inicia con la valoración funcional de EID1 
en los preadipocitos originados de células de ratón 3T3-L1 que son de linaje blanco. 
Observamos que EID1 se expresa efectivamente en estas células y su expresión se va 
reduciendo progresivamente durante el proceso de diferenciación de las células 3T3-
L1. Cuando se realizaron los experimentos de aumento de la expresión de EID1, los 
niveles de pRb se disminuyeron en forma  significativa y la acumulación de lípidos se 
redujo progresivamente durante el proceso de diferenciación. Igualmente EID1 es 
capaz de activar proteínas involucradas en la termogénesis en las células 3T3-L1. 
En concordancia con estos datos, se procedió al avance en la caracterización de EID1 
en una segunda etapa, descrita en el capítulo 4, para ello se utilizó un modelo de 
ADMSCs que se aislaron a partir de tejido adiposo subcutáneo de mujeres sometidas 
a cirugía abdominal. En estas células se encontró que también EID1 se expresaba en 
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forma similar a lo observado en la línea celular 3T3-L1. Al sobre expresar EID1 y 
posteriormente inducir la diferenciación hacia adipocitos de estas células 
progenitoras, las células disminuyeron la acumulación de lípidos comparada con los 
controles, además observamos una mayor expresión de proteínas termogénicas como 
PGC-1, UCP1 y la proteína TFAM. 
Por último, en lo que respecta a EID1 como moduladora de la adipogénesis por su 
capacidad de inducir proteínas características de adipocitos brown-like, se planteó el 
diseño de una construcción genética (transgen) que permita en breve el estudio de 
EID1 en un modelo murino. Para ello se tomó el promotor del gen aP2 aislado del 
DNA genómico de ratón, y se unió al gen de EID1, con el fin de que el estímulo del 
promotor en el tejido adiposo genere la expresión de EID1 exclusivamente en este 
tejido.  Posteriormente, se evaluó el constructo en células adiposas maduras 3T3-L1, 
encontrando que efectivamente EID1 es expresado cuando se estimula el promotor 
aP2. 
En conclusión, la diferenciación adipocítica es una respuesta adaptativa al exceso 
nutricional que en la actualidad genera como consecuencia alteraciones metabólicas 
por la obesidad. Esta investigación doctoral explora por un lado una vía de 
modulación de la adipogénesis por diferentes agonistas de PPAR y por otro, la 
posibilidad de modificar el fenotipo adipocítico blanco, generando activación de 
proteínas involucradas en el gasto calórico y termogénesis a través de EID1, un 
interesante enfoque farmacéutico para el tratamiento de este tipo de enfermedad 
crónica no transmisible. 
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1.2  MARCO TEÓRICO Y ESTADO DEL ARTE 
1.2.1 Causas de la obesidad 
La obesidad es una enfermedad multifactorial y compleja que se desarrolla por la 
interacción del genotipo con el medio ambiente (25, 26).  El conocimiento sobre 
cómo y porqué se produce esta alteración es aún incierto, pero está claro que el 
problema tiene su raíz en factores sociales, culturales, fisiológicos metabólicos y 
genéticos (3).  Varias causas monogénicas han sido descritas en el desarrollo de la 
obesidad, como por ejemplo mutaciones en la leptina o su receptor, en el receptor de 
melanocortina 4 y pro-piomelanocortina liderando así una pronunciada hiperfagia 
(27, 28). No obstante, es indudable que los cambios en nuestro ambiente y estilo de 
vida, asociado a un desequilibrio de nutrientes, se traduce en un mayor 
almacenamiento de energía (29).  A esto se suma un entorno obesogénico 
favoreciendo un comportamiento obesogénico ejemplarizado en el aumento del 
tamaño de las porciones, dieta rica en grasa y azúcar, mucho tiempo viendo 
televisión, video juegos o sentado frente al computador (29). Por otro lado un punto 
que ha llamado especial atención en el origen de la obesidad, es como el ambiente 
influye sobre la regulación de los genes.  A lo largo de la historia, el hombre ha 
sobrevivido enfrentándose a la inclemencia del medio ambiente y la escasez de 
alimentos donde precisamente  los genes han jugado un papel fundamental en la 
superviviencia, en sentido estos genes conocidos como “genes ahorradores de energía 
se han convertido en una desventaja metabólica, pues la menor actividad física y la 
ingestión de grandes cantidades de alimentos con alta densidad energética forman 
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parte de un mundo en la abundancia que no ha tenido suficiente tiempo para suprimir 
la expresión de genes relacionados a la supervivencia de un mundo con escasez de 
alimentos (26).  
1.2.2 Prevalencia de la Obesidad 
El alto impacto de la obesidad ha llegado a límites de pandemia a nivel mundial.  
Datos estadísticos estimaron que en el 2008 1.46 billones de adultos presentaban 
sobrepeso con un IMC (índice de masa corporal)25 Kg/m2 y 502 millones eran 
obesos con un IMC 30 Kg/m2 (30), la tendencia manifiesta que la cifra aumentará 
50% en los próximos 10 años.  En Colombia no somos ajenos a esta problemática ya 
que el 34.6% de la población tiene sobre peso y el 16.5% es obesa, cifras que 
aumentaron 2 y 3 puntos respecto a los últimos reportes en el 2005 (Encuesta 
nacional de la situación nutricional en Colombia 2010). Aunque la obesidad no es una 
enfermedad per se, es el mayor factor de riesgo de adquirir diabetes tipo 2, 
enfermedades cardiovasculares y ciertos tipos de cáncer (25, 31, 32). En 
concordancia con el incremento en la prevalencia de obesidad, la diabetes por 
ejemplo, según cifras publicadas por la Federación Internacional de Diabetes está 
afectando a  371 millones de personas en todo el mundo. En Colombia, la prevalencia 
comparativa de diabetes mellitus tipo 2 se estima que se encuentra alrededor del 
7.26% de la población, lo que se traduce en 2.070.000 personas de los cuales casi 
950.000 de los afectados desconocen la presencia de enfermedad. La FID Federación 
Internacional de Diabetes) predice que en 2030, 435 millones de personas presentarán 
13 
 
diabetes con un aumento superior al 60% en los países latinoamericanos. Todos estos 
datos son alarmantes, afectan la economía mundial y generan retraso en el desarrollo 
de la población. 
1.2.3 Blancos y tratamientos para la obesidad 
De acuerdo con las guías publicadas por el instituto nacional de salud de los Estados 
Unidos, las estrategias más exitosas para reducir peso en personas obesas, incluye la 
disminución de ingesta calórica, el aumento de la actividad física y el apoyo 
psicológico para mejorar el comportamiento alimentario y los hábitos de actividad 
física. Sin embargo  cuando los pacientes utilizan esta terapia se ha encontrado 
recidivas con bastante frecuencia, incluso luego de 5 años de tratamiento, menos del 
10% de los pacientes han mantenido el descenso de peso (33).  Otra de las 
alternativas es la cirugía, indicada para pacientes con un IMC (peso kg/estatura mts2) 
mayor a 40 ó 35 si presenta comorbilidad.  No obstante, este procedimiento requiere 
supervisión médica de por vida luego de realizado y no está exento de efectos 
secundarios (34, 35).  Por otro lado, existen en el mercado fármacos que han sido 
desarrollados para tratar la obesidad pero han sido retirados por sus efectos 
secundarios (36). Algunos de ellos como las  que reducen la absorción de lípidos, 
pero con efectos indeseables a nivel intestinal y baja efectividad (36). Otros fármacos 
que tienen efecto anorexígeno inducen aumento de la presión arterial y alteraciones 
de otros neurotransmisores. Incluso alguno de ellos fue retirado del mercado por la 
propensión a ideaciones suicidas (37). 
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En el 2012 fue aprobado por la FDA un medicamento que activa el receptor de 
Serotonina 2C en el cerebro lo cual incrementa la saciedad, no obstante debe estar 
acompañado de actividad física y reducción en el consumo de calorías. 
Adicionalmente sus efectos secundarios encierran dolor de cabeza, fatiga, nauseas, 
resequedad en la boca, mareos y estreñimiento (37).  
Un interesante blanco terapéutico que en los últimos años ha llamado la atención de 
los investigadores es la activación de la termogénesis a partir del tejido adiposo pardo 
en adultos (13, 38-40). Esta teoría surgió gracias a unos estudios que reportaron la 
capacidad de activación de grasa parda en pacientes sometidos a frío y posteriormente 
analizados con tomografía de emisión de positrones, además las biopsias de tejido 
detectaron presencia de proteínas como UCP1 que permite la producción de calor por 
desacoplar la cadena transportadora de electrones evitando la producción de ATP, lo 
que genera producción de calor (41, 42).  La vía que activa esta cascada, involucra la 
activación del sistema nervioso simpático por disminución en la temperatura, lo cual 
permite la liberación de norepinefrina que se asocia a los receptores β-adrenérgicos  
de los adipocitos pardos para activar el programa termogénico (39, 43). Así, los 
mecanismos de regulación de la termogénesis en grasa parda son mejor entendidos 
hoy en día, incluso existen varias hipótesis para estimular la acción de este tejido 
energéticamente más activo.  De hecho, moléculas sintéticas capaces de activar el 
sistema nervioso simpático han mostrado activación de adipocitos pardos (44).  No 
obstante estas moléculas no son tejido específicas por tanto han sido catalogadas 
como inseguras para la salud humana por incrementar  el riego de enfermedad 
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cardiovascular (45). Por otra parte,  han surgido antagonistas que son potentes 
activadores de la termogénesis en ratones pero que en humanos ha tenido poco éxito 
posiblemente por la diferente expresión de los receptores 3 entre especies (46).  
Todas estas razones fortalecen la profundización en el estudio de mecanismos que le 
permitan al adipocito gastar la energía acumulada y en las vías que regulan la 
termogénesis en el adulto.   
1.3 CARACTERÍSTICAS Y DESARROLLO DEL TEJIDO ADIPOSO 
BLANCO 
Este tejido adiposo se encuentra distribuido de manera abundante en todo el cuerpo 
gracias a su capacidad de expandirse masivamente, se habla que adultos humanos de 
constitución delgada poseen de 3 a 4.5kg de este tejido y en individuos con obesidad 
severa la cantidad puede aumentar hasta 45 kg o más del peso total del cuerpo (47). 
Los adipocitos, células que componen el tejido se caracterizan por ser uniloculares, es 
decir, poseen una gota de grasa en el citoplasma que desplaza el núcleo a  un lado de 
la célula. Dado el tamaño de los adipocitos maduros, las observaciones histológicas 
inducían a pensar que estas células eran prácticamente las únicas existentes en este 
tejido, o al menos las más abundantes, sin embargo, actualmente se sabe que los 
adipocitos están rodeados por fibroblastos, células endoteliales, macrófagos, células 
madre, neutrófilos y linfocitos, incluso la proporción de los diferentes tipos celulares 
puede variar según la situación fisiológica (inflamación) y la localización (48). En 
cuanto al desarrollo del tejido adiposo durante el proceso embrionario, se considera 
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que el segundo trimestre es un periodo crítico para la generación del tejido y la 
adipogénesis en la zona abdominal ocurre a las 14.5 semanas (49). Gran parte del 
desarrollo del tejido adiposo finaliza luego del nacimiento, sin embargo su expansión 
se determina a lo lago de la vida (12). En este sentido, se comprobó que la cifra de 
adipocitos constituye la abundancia de grasa en el adulto, en concordancia, el número 
de estas células se establece durante la niñez y adolescencia y se mantiene constante 
en la adultez, incluso después de una pérdida de peso (50). Con esto se concluye que 
la expansión del tejido adiposo está relacionado principalmente con el aumento en el 
tamaño de los adipocitos blancos y que los individuos obesos tienen un mayor 
número de adipocitos ya desde la infancia (50). En cuanto al origen embrionario los 
adipocitos derivan de la placa lateral del mesodermo, provenientes de células madre 
que son negativas para la proteína Myf5  (51). Así, es ampliamente reportado que las 
ADMSCs residen en la región vascular que envuelve el tejido adiposo, localizadas en 
los vasos sanguíneos que irrigan el tejido, de allí que el estímulo nutricional lidere la 
diferenciación de estas células hacia adipocitos maduros (52).  
1.3.1 Tejido adiposo y sus funciones 
A pesar que el exceso de adiposidad predispone a complicaciones metabólicas, el 
tejido adiposo cumple funciones esenciales en el organismo.  Este tejido, es el 
principal reservorio energético del organismo, además de atribuírsele la función de 
aislamiento y protección mecánica para algunos órganos vitales. Los adipocitos 
maduros muestran el perfil de expresión requerido para la síntesis de triacilgliceroles, 
captación de glucosa y lipogénesis, así como de lipólisis.  Este fenotipo permite que 
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cuando el aporte de energía al organismo es excesivo y/o el gasto energético 
disminuye, el exceso de energía se deposite en los adipocitos en forma de 
triacilgliceroles. Por otro lado, frente a una situación de escasez de ingesta energética 
y/o incremento del gasto energético el adipoctio moviliza los depósitos de lípidos 
liberando ácidos grasos y glicerol que a través de la sangre son transportados a los 
tejidos, donde serán oxidados para obtener energía (53). Tradicionalmente el tejido 
adiposo ha sido considerado  poco activo, sin embargo, en la última década se ha 
puesto de manifiesto su papel altamente dinámico sintetizando y secretando factores 
lipídicos y proteicos, que intervienen en la regulación de un amplio rango de procesos 
fisiológicos y metabólicos.  Por tanto el adipocito cumple funciones endocrinas, 
paracrinas y autocrinas (54).  
Las moléculas secretadas por los adipocitos blancos incluye se encuentra como 
TNF IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-4, IL-13 y MCP-1, dichas sustancias están 
relacionadas con el sistema inmunitario, de hecho desde hace décadas se incluyó un 
nexo entre la inflamación y obesidad, pero solo hasta hace pocos años se estableció 
una vinculación fisiopatológica que demostró que el exceso de tejido adiposo 
desencadena una situación de inflamación crónica debido a un aumento en la 
secreción de adipocitoquinas pro-inflamatorias (54, 55).  
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Figura 1. El adipocito como órgano endocrino. Procesos fisiológicos y metabólicos 
regulados por las proteínas que secreta el adipocito las cuales tienen injerencia en el 
metabolismo energético, metabolismo de lípidos, hemostasia vascular, presión 
sanguínea, angiogénesis y sistema inmunológico. Adaptado de Gesta S, et al. Cell. 
2007;131:242-256 
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Otras moléculas comprometidas por el adipocito son las que intervienen en la 
regulación de la ingesta y del balance energético como la leptina, en la regulación de 
la presión sanguínea como el angiotensinógeno , en el incremento de la oxidación de 
grasa y la sensibilidad a la insulina como la adiponectina, en la homeostasis de 
glucosa como la resistina y la visfatina, en la angiogénesis como VEGF, algunas 
como adipsina, LPL y HSL que interviene en el metabolismo lipídico, incluso el 
adipocito secreta algunos factores de crecimiento dentro de los que se destaca IGF1  
(4, 54). Todo este conjunto, llevan a involucrar al adipocito con la función de otros 
órganos, por tal motivo el desarrollo de obesidad genera alteración en la producción 
de estas adipocitoquinas  lo que finalmente se traduce en enfermedad cardiovascular, 
aterosclerosis, diabetes tipo 2 y cáncer (56, 57). 
Otro hecho que ha llamado la atención, es lo que corresponde con la distribución de 
la grasa en el organismo. En humanos, el tejido adiposo blanco se encuentra disperso 
en todo el organismo.  A nivel intra-abdominal encontramos los mayores depósitos 
alrededor del omento (omental), del intestino (mesentérico) y de las áreas peri-renales 
(retroperitoneal). A nivel subcutáneo la grasa se localiza sobre todo a nivel de las 
caderas, los muslos y el abdomen.  Pero además de estos depósitos mayoritarios 
existen otras áreas en el organismo donde encontramos adipocitos blancos, 
distinguiendo depósitos a nivel pericardial, perivascular o periarterial, periarticular, 
retro-orbital, intramuscular, médula ósea y cara (51). Cabe señalar que los diferentes 
depósitos de grasa tiene características metabólicas distintas, dando lugar a 
diferencias fisiopatológicas entre individuos obesos a nivel de riesgo 
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cardiometabólico (58). De este modo, se ha sugerido que la expansión de depósitos de 
grasa visceral lidera la distribución de cantidades considerables de ácidos grasos 
libres no esterificados al hígado lo que contribuye a la síntesis de VLDLs, ricas en 
triglicéridos que posteriormente serán hidrolizadas por la LPL para generar LDL, 
lipoproteínas más pequeñas y densas que tienen alta susceptibilidad a la oxidación y 
poseen la habilidad de penetrar en la pared vascular, esta situación genera la 
liberación de sustancias proinflamatorias por los adipocitos intra-abdominales, que 
unido a la secreción reducida de proteínas como la adiponectina incrementa el riesgo 
de sufrir enfermedad cardiovascular y diabetes (59). 
1.3.2 Regulación transcripcional de los adipocitos blancos 
La adipogénesis es un proceso complejo que incluye dos pasos importantes: el 
primero la determinación de células madre hacia un linaje preadipocitico y la 
diferenciación terminal de los preadipocitos en adipocitos maduros, siendo esta 
última la mejor caracterizada. La coordinación de este proceso se encuentra bajo el 
control de importantes factores de la transcripción como PPAR2 pues su sobre-
expresión en fibroblastos es suficiente para inducir la diferenciación adipogénica y su 
silenciamiento induce pérdida del fenotipo adipocítico maduro (60-62). PPARγ 
controla la expresión de varios genes necesarios en la fisiología del adipocito, como 
aP2/FABP4, LPL, FAS, PEPCK (8). Todas ellas implicadas en la coordinación de la 
captación y almacenamiento de ácidos grasos. Adicionalmente una familia de factores 
de transcripción C/EBP en sus distinta isoformas, presenta una expresión secuencial 
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durante la diferenciación adipogénica siendo C/EBP requerido para la adipogénesis 
junto con PPAR, pese a que este último es dominante en el proceso (9).   A nivel 
estructural PPAR posee un dominio AF1 cuya función es independiente de ligando, 
el dominio DBD que reconoce el elemento de respuesta en el DNA y forma dímero 
con RXR y el dominio AF2 de asociación a ligando y activación transcripcional.  Por 
tanto establecida la unión de PPAR con el ligando se producen cambios en su 
configuración que permiten la aglutinación de otros cofactores que en forma secuencial 
producen activación de la transcripción. Así la modulación de la cromatina es ejercida por 
proteínas con actividad acetilasa de histona como la familia p160 y CBP/p300 lo que 
disminuye su interacción con el DNA,  con lo cual facilitan el acceso de la maquinaria de la 
trascripción (63-65). De este modo, PPAR controla la expresión de varios genes 
involucrados en la función de los adipocitos como transporte y metabolismo de 
lípidos, señalización de insulina y producción de adipocitoquinas (66).  De hecho un 
mecanismo que relaciona a PPAR con la sensibilidad a la insulina es a través de la 
activación de la expresión de adiponectina, la cual es incrementada en los adipocitos  
tras la estimulación con ligandos sintéticos de PPAR, lo que a su vez reduce los 
niveles de resistina y TNF (67). En este punto toma gran importancia el papel de cada 
uno de estos coreguladores pues se ha observado que cada uno de ellos puede 
representar un “role” diferente, pues por un lado agonistas capaces de modular 
selectivamente a PPAR generan afinidad del receptor por ciertos coactivadores, lo 
que se traduce en una activación parcial que permitiría a nivel fisiológico conservar 
efectos benéficos a nivel de sensibilidad a la insulina, removiendo los efectos 
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deletéreos causados por el agonismo total (68, 69). Por otro lado estos coactivadores 
pueden determinar características específicas entre adipocitos blancos vs pardos como 
se mencionará más adelante. 
 
A.  
 
Figura 2. Diferenciación de células adiposas. A. Cambio fenotípico de preadipocito 
a adipocito maduro por efecto de expresión de proteínas que se expresan en 
diferenciación temprana como de C/EBPβ y , estas moléculas conducen a la 
posterior activación de C/EBPβ y PPAR para activar genes específicos del fenotipo 
adipocitico maduro. B. Modelo secuencial de activación transcripcional durante la 
adipogénesis. Adaptado de Esteve M. Endocrinol Nutr. En prensa 
 
 
B. 
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1.4 TEJIDO ADIPOSO PARDO 
Este tejido fue descrito en principio en pequeños mamíferos e infantes, como un 
mecanismo de adaptación en respuesta al frío, por ello era conocido como un órgano 
de hibernación debido a su función de mantener la temperatura corporal en animales 
hibernantes (43).  A nivel anatómico, los adipocitos pardos son multiloculares para 
facilitar la oxidación de los ácidos grasos,  ricos en mitocondrias para hacer más 
eficiente la producción de calor y altamente vascularizado para una activación rápida 
del tejido (70). En cuanto a la vía que elicita la producción de calor,  está controlada 
por el sistema nervioso simpático y mediada por la activación de UCP1, de este 
modo, cuando el cerebro detecta una reducción en la temperatura, el sistema nervioso 
libera norepinefrina al tejido pardo que es detectada por los receptores -adrenergicos 
e induce activación de proteínas G, proteínas quinasa A y HSL, para promover  la 
oxidación de los ácidos grasos y glucosa en la mitocondria. En este organelo celular, 
los adipocitos pardos al activar UCP1, disipan el gradiente electroquímico de 
protones generado durante la respiración mitocondrial y la energía liberada se pierde 
en forma de calor (71). 
En las últimas décadas,  el tejido adiposo pardo a abierto un amplio campo de estudio 
ya que hasta hace poco su existencia en humanos adultos era controversial, hoy en día 
es reconocida su activación por exposición al frío de individuos delgados, mediante la 
obtención de biopsias se confirma la presencia de UCP1 y la morfología 
multivacuolar distintiva del tejido adiposo pardo (72). Se observa además que estas 
áreas se encuentran altamente inervadas por el sistema nervioso simpático, a 
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diferencia de las áreas de tejido adiposo blanco adyacentes.  De la misma manera, su 
papel en el metabolismo energético resulta relevante, pues la actividad del tejido 
adiposo pardo está inversamente relacionada con el IMC y se encuentra reducida en 
adultos jóvenes con sobre-peso u obesos (42). Los resultados reportados mediante 
FDG-PET, indicaron que el tejido adiposos pardo se encuentra en el cuello, en la 
zona interescapular, paraventral y supraclavicular siendo este último el deposito más 
común (42, 72). Virtanen et al, encontraron que el frío induce unas 15 veces la 
absorción de glucosa captada en las zonas que activan adipocitos pardos en 
comparación con tejido adiposo blanco, que incrementa solo 4 veces la captación de 
glucosa por exposición al frío (42). Otro dato interesante de activación de tejido 
adiposo pardo, incluye a pacientes con feocromocitoma quienes tienden a incrementar 
los niveles de catecolaminas, activando adipocitos pardos en condiciones 
termoneutrales. Este efecto podría estar inversamente relacionado con la adiposidad 
central (73, 74). 
1.4.1 Activación de tejido adiposo pardo y beige
Los adipocitos pardos son derivados del mesodermo, en la actualidad se distinguen 
dos tipos de adipocitos termogénicos, el clásico tejido ubicado en la región 
interescapular y el inducible que se encuentra inmerso entre el tejido adiposo blanco, 
además se ha encontrado que dos tipos de progenitores podrían estar involucrados en 
la adquisición del fenotipo pardo. El primero derivado del dermomiotoma central que 
expresa el factor Myf 5 característico de miocitos, con lo cual células musculares y 
adipocitos pardos podrían compartir el mismo origen (75).  El segundo tipo de células 
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progenitoras está presente en el tejido adiposo blanco y músculo esquelético las 
cuales no expresan Myf5 pero muestran una alta expresión de UCP1  y son 
estimuladas por el sistema nervioso central como respuesta a prolongada exposición 
al frío (76). Estos adipocitos pardos no clásicos son reconocidos con diferentes 
nombres como “brite cells” y “beige cells”. Esta clase de células termogénicas 
pueden aparecer especialmente en tejido adiposo subcutaneo, que en estado basal son 
similares a los adipocitos blancos uniloculares y pueden almacenar triglicéridos, pero 
al ser estimuladas adquieren un fenotipo adipocítico pardo expresando UCP1 (18, 
76). Es importante resaltar que mientras los adipocitos pardos clásicos han sido 
aislados, inmortalizados y estudiados por años, hasta muy recientemente los 
adipocitos beige no habían sido aislados y clonados. Solo hasta mediados del 2012, a 
partir de cultivos primarios de muestras de tejido adiposo subcutáneo de ratón, fue 
obtenido un subgrupo celular con características similares al clásico tejido adiposo 
pardo que realmente mostró características beige, pues presentaron un bajo nivel de 
UCP1 pero respondieron positivamente ante la estimulación del programa 
termogénico a niveles similares que el clásico tejido pardo (18, 76).  Estas células 
adiposas beige presentan un perfil específico de genes que no comparte con los 
adipocitos pardos ni blancos como el marcador de membrana CD137, CITED1 y 
TMEM26 (18, 77). Resultó sorprendente encontrar que biopsias de tejido 
interescapular humano presentaron perfil de adipocitos beige con expresión de 
CD137 y que a pesar de ser UCP1+ no fue detectada presencia de marcadores 
específicos del clásico adipocito pardo interescapular estudiado en ratón (18, 78). 
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Figura 3.  Papel dual de las células adiposas beige. Las células beige expresan muy 
bajos nivles de UCP1, pero pueden activar el programa termogénico en respuesta a 
cAMP a niveles similares que las células adiposas pardas. El exceso de energía 
puede ser almacenado en forma de lípidos en los adipocitos beige, en estas 
condiciones su morfología es similar a la de los adipocitos blancos. Varias estímulos 
como las catecolaminas, exposición al frío, PRDM16 y posiblemente el bloqueo de 
pRb pueden activar adipocitos pardos e incrementar la disipación de la energía. 
Adaptado de Wu J, et al. Genes Dev.2013;27:234-250 
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1.4.2 Regulación transcripcional en adipocitos pardos 
Entre los adipocitos blancos y pardos existen marcadas diferencias fisiológicas, sin 
embargo ambos tipos de grasa tienen componentes moleculares comunes como 
PPAR y C/EBPs, estas son proteínas reguladoras de los genes que codifican para las 
funciones comunes de los dos tipos de adipocitos, estas incluyen el metabolismo de 
lípidos y glucosa, biogénesis mitocondrial y la producción de citoquinas (79).  Sin 
embargo, un número de coreguladores parece jugar un papel importante en las 
características de cada fenotipo.  Por ejemplo, p300/CBP acetila el nucleosoma para 
permitir el acceso de la maquinaria transcripcional, además se ha visto que ambas 
proteínas son indispensables para la diferenciación de preadipocitos 3T3-L1 (80, 81). 
No obstante ratones CBP+/- presentan acumulación reducida de triglicéridos pero no 
fenotipo característico de grasa parda, lo cual indica un importante papel en el 
fenotipo adipocitico blanco (82). Mientras que el papel de p300 en ratones -/- o +/-  no 
ha sido vislumbrado por el efecto letal durante el desarrollo embrionario (83). 
Otro de los coreguladores involucrados en la diferenciación de los adipocitos incluye 
a SRC1 el papel metabólico de esta familia de proteínas proviene de estudios que 
demuestran que SRC1 promueve el gasto calórico vía oxidación de ácidos grasos en 
grasa parda, mientras que SRC2 reprime este proceso por incrementar la acumulación 
de triglicéridos y activar a PPAR en grasa blanca (84).  
Las bases moleculares de un programa adipogénico específico para grasa parda fue 
desconocido hasta la identificación de PGC-1cuya expresión es activada mediante 
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la vía PKA-CREB, corriente debajo de la unión de catecolaminas al receptor b-
adrenérgico en los adipocitos pardos (85). Esta proteína es reguladora de la 
biogénesis mitocondrial y el metabolismo oxidativo. Además regula la termogénesis 
por inducir la expresión de UCP1 y enzimas importantes de la cadena transportadora 
de electrones (86). Ratones con una deleción en PGC-1 , tiene afectada la 
termogénesis inducida por exposición al frío pero sorprendentemente son delgados y 
presentan resistencia a la obesidad inducida por dieta, lo cual indica que no es 
determinante en la identidad del tejido pardo per se (87). 
Otras moléculas importantes dentro del fenotipo pardo es PRDM16, está altamente 
expresada en adipocitos pardos, se une y coactiva a PPAR y a PGC-1, está 
altamente expresada en adipocitos pardos y blancos de origen subcutáneo. La sobre 
expresión de esta molécula en mioblastos primarios genera la acumulación de lípidos 
y el fenotipo adipocitico pardo (88, 89). Como también en tejido graso subcutáneo, la 
sobre-expresión de PRDM16 activa células UCP1+ tras el tratamiento con 
catecolaminas (90).  Dada la importancia de la activación de la grasa parda como un 
futuro tratamiento de la obesidad, se han reportado varios  mecanismos como 
potenciales para generar fenotipo beige o brite. En el tejido adiposo ha sido hallado 
desde hace décadas células UCP1+ que no son de origen adipocitico pardo puro, 
gracias al avance en el entendimiento de estos mecanismos, se conoce que en la 
células mesenquimales que se encuentran en el tejido adiposo existen precursores de 
fenotipo blanco y aquellas que pueden expresar UCP1 es decir, precursores de 
adipocitos beige.  Es este el punto que brinda la oportunidad a esta investigación de 
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caracterizar una nueva vía que permite generar activación de células UCP1+ tras el 
bloqueo de un regulador negativo de proteínas involucradas en la termogénesis y el 
gasto calórico, precisamente en una fuente importante como lo son las ADMSCs.  A 
nivel de reguladores negativos de la adipogénesis parda se encuentra pRb, pues se ha 
puesto de manifiesto su función no solo a nivel de ciclo celular sino su acción en la 
determinación del linaje adipocitico pardo vs blanco (20). 
1.5 pRB Y ADIPOGÉNESIS 
El papel de pRb  en la proliferación es bien conocido, su acción depende del estado 
de fosforilación para permitir la progresión del ciclo celular liberando a E2F y 
permitiendo la división de la célula. Adicionalmente pRb se requiere para promover y 
mantener la diferenciación y lo hace deteniendo el ciclo celular para promover la 
diferenciación terminal y uniéndose posteriormente a factores de transcripción 
específicos de tejido para inducir o reprimir la diferenciación (19). Durante la 
adipogénesis, pRb tiene un papel dual, primero en los preadipocitos confluentes el 
complejo represivo que forman E2F4/pRb inhiben la transcripción de genes 
reguladores de la adipogénesis como PPAR a través del reclutamiento de histonas 
deacetilasas 3 a sus promotores, reprimiendo de este modo los genes requeridos para 
adipogénesis (91). Posteriormente, la fosforilación de pRb resulta en la activación de 
PPAR y el fenotipo característico de los adipocitos blancos (91). Cuando células 
preadipociticas primarias de ratón no modificadas y knock-out para pRb son 
inducidas a diferenciación, la expresión de UCP1 es observada solo en ausencia de 
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pRb además de activar alta expresión de PGC-1 (20, 92). Otro de los modelos 
utilizados para  estudiar el proceso adipogénico son los MEF, que al ser diferenciados 
hacia adipocitos muestran características de adipocitos pardos en ausencia de pRb y 
observaciones en microscopía electrónica revelan mayor cantidad de mitocondrias 
que las muestras control (93). Estudios posteriores in vivo hallaron en modelos 
murinos que la inactivación de pRb en tejido adiposo dispara la actividad 
mitocondrial y genera resistencia a la obesidad (21). Posteriormente, los mismos 
resultados fueron obtenidos mediante la haploinsuficiencia de pRb, realizado en 
ratones (94). Otro interesante estudio analizó los efectos de pRb a nivel 
transcripcional en células MEF y MEF pRb-/- y se encontró que efectivamente las 
últimas  expresan altos niveles de UCP1 y PGC-1 (93). Todos estos hallazgos son 
consistentes con experimentos in-vitro que señalan que pRb se une a los promotores 
de PGC-1 y reprime su expresión (22). En otro escenario que involucra a pRb, se 
reportó recientemente en experimentos in-vivo que la prolactina por un efecto 
pleiotrópico a nivel de metabolismo, genera activación de grasa beige en animales 
“knock-out” para PRLR. Estos hallazgo fueron debidos a la reducción de la expresión 
de pRb en los ratones PLRL-/- (95). No obstante, a esta amplia documentación que 
involucra a pRb en la adquisición del fenotipo adipocítico pardo, se ha encontrado 
que está implicada en la diferenciación de las células precursoras mesenquimales 
comprometiendo el linaje osteogénico y adipogénico, a este nivel la presencia de pRb 
fortalece la diferenciación de estas células hacia osteoblastos, mientras que su 
ausencia dirige hacia el linaje de preadipocitos, en este punto  los preadipocitos 
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pueden dirigirse hacia adipocitos pardos si la expresión de pRb es bloqueada, pero si 
es inducida posteriormente, las células adquirirán características adipocíticas blancas 
(96). Adicionalmente células progenitoras obtenidas de embriones de ratón negativas 
para pRb muestran capacidad adipogénica luego de la inducción a diferenciación y 
coherente con los demás resultados activa la expresión de PGC-1 incluso sin inducir 
a diferenciación. Estos datos  respaldan ampliamente los objetivos desarrollados en 
esta tesis, puesto que el destino de las ADMSCs aisladas de tejido subcutáneo 
humano, tras el tratamiento con EID1 como antagonista de pRb, mostró activación de 
proteínas termogénicas. 
1.6 EID1 
El control de la proliferación y diferenciación por parte de pRb depende en parte de 
su interacción con otras  proteínas claves para desarrollar los procesos. Esfuerzos por 
lograr comprender y caracterizar estas moléculas llevaron al descubrimiento de EID1 
como una molécula de unión a pRb (23, 24). Esta molécula está conformada por 187 
aminoácidos y posee una marcada expresión en tejido cardiaco y músculo 
esquelético. Se une a pRb a través del dominio C terminal conformado por la 
secuencia LXCXE (leucina, cisteína y ácido glutámico, X corresponde a cualquier 
amonoácido) (23, 97). Para encontrar una relación funcional entre pRb y EID1 se 
estudió en células SAOS2, que carecen de pRb el posible efecto de EID1 en 
proliferación y diferenciación. Se encontró que SAOS2 en proliferación a las cuales 
se les sobre-expresó pRb, detuvieron su proliferación como era de esperarse, por el 
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efecto supresor de tumores ejercido por pRb (23). Interesantemente, al tratar estas 
células con EID1 no presentaron ningún efecto sobre la proliferación. Para estudiar el 
papel en diferenciación, estas células SAOS2 fueron transfectadas establemente con 
pRb, en presencia de EID1, las células control tomaron un aspecto de células “flat” 
con características de osteoblasto, por el contrario, las células tratadas con EID1 
lideraron un 80% la reducción del número de células flat (23). En cuanto a la 
miogénesis, proceso en el que pRb cumple también un papel importante, se encontró 
que mioblastos C2C12 tratados con  EID1, redujeron la formación de miotúbulos tras 
der inducidos a diferenciación (24). Estudios funcionales corroboraron estos datos 
fenotípicos, puesto que EID1 redujo la actividad de MyOD en transfecciones 
transitorias. Iguales datos han reportado que EID1 reduce la actividad de GR, TR y 
AR (23, 98, 99).  Además EID1 y pRb tienen un efecto antagónico mutuo que fue 
descrito en experimentos de transfecciones, donde usaron el elemento de respuesta 
para GR asociado a luciferasa, con concentraciones constantes de EID1.  La co-
expresión de pRb en incrementadas concentraciones, condujo a la disminución del 
efecto represivo ejercido por EID1 sobre el promotor (23).  No obstante a estos 
interesantes resultados que asocian a pRb con EID1 como una vía para regular la 
diferenciación, es importante mencionar que según la estructura de EID1,  posee dos 
dominios acídicos los cuales se encuentran entre los aminoácidos 53 a 62 y 92 a 115. 
Estas regiones están comprometidas en la unión con coreguladores que tienen 
actividad acetilasa como p300, esta molécula es importante para activar marcadores 
miogénicos, así se encontró que EID1 es un inhibidor de la actividad acetilasa de 
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p300, por tanto no se descarta la posibilidad que el efecto inhibitorio de EID1 
involucre tanto a pRb como a p300 (100).  
Todos estos datos y la poca información de la acción de este inhibidor de 
diferenciación a nivel de adipogénesis, marcan un punto importante para el estudio 
presentado en esta investigación ya que si partimos de la función molecular de EID1 
en los reguladores de la adipogénesis, se halló que disminuye la transactivación de 
PPAR en estudios funcionales posiblemente a través de la modulación de p300.   Lo 
cual se presentará en capítulos posteriores. 
1.7 MODELOS DE ESTUDIO DE ADIPOGÉNESIS 
1.7.1 Línea celular 3T3-L1 
Para lograr entender las vías que regulan  la adipogénesis es necesario contar con 
modelos que permitan el entendimiento de este proceso. En este sentido, la 
diferenciación de preadipocitos hacia adipocitos se ha estudiado ampliamente en 
diversos modelos celulares de preadipocitos blancos de ratón Swiss 3T3-L1,  línea 
inmortal derivada de células embrionarias de ratón (101). Así, en el proceso de 
transición de preadipocito a adipocito maduro se realiza en 4 estadios. En primer 
lugar se da una parada de la proliferación inducida mediante inhibición por contacto, 
indicando que se ha llegado a la confluencia, ya a partir de este momento el pre-
adipocito está comprometido a diferenciarse en adipocito. En segundo lugar, continua 
una expansión clonal que se induce por señales hormonales y que está representada 
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por 2 divisiones mitóticas. En esta etapa al parecer el DNA es más accesible para la 
activación de transcripcional de genes necesaria para dar continuidad a la 
diferenciación. Luego se describe un estadio de diferenciación temprana, donde la 
división celular se detiene y se empiezan expresar genes característicos de adipocito, 
iniciándose la acumulación de lípidos (102, 103). Finalmente, la morfología típica de 
adipocito se alcanza con la fase de diferenciación terminal, induciéndose la 
transcripción de genes típicos de adipocitos maduros,  por efecto  de los altos  niveles 
de PPARγ y C/EBPα que son los responsables de inducir la activación de genes 
implicados en el metabolismo de ácidos grasos (103-105). 
1.7.2 Células madre mesenquimales derivadas del tejido adiposo 
El tejido adiposo no está compuesto solo de células adiposas, este tejido posee un 
compartimento denominado estroma vascular. Entre las células que componen el 
estroma vascular se encuentran preadipocitos, macrófagos, células endoteliales y 
células madre mesenquimales. Estas últimas tiene la capacidad  de diferenciarse hacia 
distintos linajes como: miocitos, osteocitos, cartílago y adipocitos (106).   Esta 
capacidad provee una importante plataforma de estudio para entender los mecanismos 
moleculares que regulan la adipogénesis en células humanas.  En cuanto a las 
proteínas implicadas en la adquisición del fenotipo adipocítico no está tan bien 
caracterizado como los preadipocitos 3T3-L1, sin embargo comparten varias 
proteínas como C/EBP y C/EBP en la fase temprana  y PPAR junto con C/EBP 
son catalogados los reguladores centrales del fenotipo maduro (107). La presencia de 
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células madre en el tejido adiposo blanco adulto pone en evidencia que persiste la 
capacidad para generar nuevos adipocitos, hecho que constituye otro enfoque de 
estudio en torno a la homeostasis energética y obesidad.  
Tanto los preadipocitos 3T3-L1 como las ADMSCs aisladas de tejido graso 
subcutáneo humano, hacen parte de los modelos utilizados en esta investigación, pues 
el uso tanto de líneas celulares como de cultivos primarios da relevancia y profundiza 
en la comprensión de la función de la vía estudiada capaz de modificar el fenotipo 
adipocítico blanco por un adipocito más eficiente al aumentar el gasto calórico. 
Todo este marco de referencia pretende enfocar la investigación, con conocimientos 
actuales que permiten abordar el tema de la obesidad y una posible perspectiva 
terapéutica que implica estudios de tipo molecular, funcional y fenotípico que dan 
cuenta de interesantes resultados  descritos en los posteriores capítulos,  y en qué 
punto podría estar actuando EID1  para generar la modulación adipogénica en los 
modelos estudiados.  
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CAPITULO 2 
EL AGONISMO DIFERENCIAL DEL RECEPTOR NUCLEAR PPAR 
GENERA LA  INCORPORACIÓN DE DISTINTOS COACTIVADORES 
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2.1 RESUMEN 
El receptor nuclear PPARregula la expresión de genes implicados en el 
metabolismo de lípidos y carbohidratos con algunos efectos protectores en pacientes 
con diabetes tipo 2. Sin embargo, el valor terapéutico de la activación funcioonal de 
PPAR es limitado a causa de los efectos secundarios observados en algunos ligandos 
sintéticos de este receptor nuclear.  La función de PPAR como regulador de la 
expresión de genes está determinado por la unión de cofactores que median cambios 
conformacional inducidos por el ligando de PPAR. En el actual trabajo se evaluó  el 
efecto diferencial de algunos ligandos sobre la unión de cofactores que se asocian a 
PPAR. Los ligandos utilizados fueron rosiglitazona prescrito originalmente para el 
tratamiento de la diabetes tipo 2 y telmisartán medicamento suministrado para el 
tratamiento de la hipertensión arterial. Mediante la evaluación de eventos moleculares 
y fenotípicos en preadipocitos 3T3-L1 además de ensayos funcionales de 
transfecciones transitorias en células U2OS, observamos la influencia que ejercen 
varias familias de cofactores sobre la activación de PPAR y su acción en la 
adipogénesis.   Los resultados confirman que telmisartán tiene un efecto modulador 
parcial de la actividad PPAR en comparación a rosiglitazona. Del mismo modo, los 
cofactores SRC1 y GRIP1 median la actividad tanto de telmisartán como 
rosiglitazona y determinan parcialmente la diferencia en sus efectos. El estudio de la 
actividad moduladora de estos cofactores puede proporcionar perspectivas 
interesantes para el desarrollo de nuevos enfoques terapéuticos para ciertas 
enfermedades metabólicas. 
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2.2 INTRODUCCIÓN 
PPAR es un factor de transcripción,  miembro de la familia de receptores nucleares 
dependientes de ligando, el cual regula la expresión de genes mediante unión a sitios 
concretos en el DNA llamados PPREs. La función de este receptor incluye  tanto el 
control del metabolismo de carbohidratos, como el de lípidos y la diferenciación 
celular (1-3).   A nivel estructural PPAR posee varios dominios funcionales. El 
dominio LBD, localizado en la región C-terminal que modula la estructura 
conformacional del receptor, permitiendo la captura de coactivadores que se unen 
para inducir la transcripción de genes específicos (4, 5). Estos  coactivadores tienen 
actividad acetilasa de histona que es requerida para remodelar la estructura de la 
cromatina. Entre estas proteínas se encuentra la familia  SRC (p160 family of steroid 
receptor) y p300/CBP  (5, 6). PPAR es un regulador clave de la diferenciación de 
células adiposas, por lo cual la modulación de la expresión de genes mediados por 
ligandos sintéticos de este receptor, puede incrementar la sensibilidad a la insulina vía 
retención de ácidos grasos en el tejido adiposo reduciendo así la producción de 
citoquinas pro-inflamatorias (7, 8).  Sin embargo, pese a estos efectos benéficos, su 
potencial farmacológico es encubierto por efectos adversos que incluye ganancia de 
peso, retención de fluidos e incremento en las concentraciones de lipoproteínas (9-
11).  Estos datos sugieren que la activación parcial de PPAR puede ser un abordaje 
interesante de tal modo que se mantengan sus beneficios metabólicos, excluyendo los 
efectos secundarios.  Esto podría ser alcanzado a través del uso de componentes con 
agonismo parcial conocidos SPPARMs que significa moduladores selectivos de 
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PPAR (12). Telmisartán un receptor bloqueador de angiotensina (ARBs), ha sido 
caracterizado como un posible SPPARM que podría mantener la eficacia de la 
activación de PPAR con efectos secundarios reducidos (13). Sin embargo datos 
concernientes al reclutamiento de co-reguladores por parte de los SPPARMs aún son 
insuficientes. 
En este estudio se evaluó la activación de PPAR en presencia de rosiglitazona y 
telmisartán y su capacidad de modular la expresión de genes específicos de 
adipocitos, a nivel fenotípico se observó  que telmisartán reduce la acumulación de 
lípidos en preadipocitos 3T3-L1 y que estos hallazgos son probablemente debidos a 
una diferencia en cuanto al reclutamiento de coactivadores por parte de los agonistas 
estudiados. 
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2.3 MATERIALES Y MÉTODOS 
2.3.1 Plásmidos 
La secuencia que codifica para PPAR fue clonada en el sitio SalI del vector 
pSV.SPORT1(14), los plásmidos Gal4-PPAR LBD y PPRE-Luc fueron provistos 
por el Dr. Bruce Spiegelman  de Dana Farber Cancer Center, Boston, MA. En cuanto 
a  los co-activadores, el inserto que codifica para p300  se encuentra en los sitios NotI 
y HindIII del vector CMV-NHA. La construcción de SRC1, GRP1  y PRIP    han sido 
previamente descritos (15-17). VP16-SRC1 fue construido por inserción del 
fragmento amplificado del gen por reacción en cadena de la polimerasa, en el sitio 
EcoRI del dominio de activación de VP16 (residuos 409-490).  En cuanto al reportero 
5XUAS fue clonado en los sitios de restricción BamHI y HindIII del vector pT109, el 
cual  posee el promotor TK acoplado a luciferasa. (18). 
2.3.2 Transfecciones transitorias y doble híbrido 
Las líneas celulares U2OS y 3T3-L1 fueron obtenidas de ATCC (American Type 
Culture Collection) y crecidas en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s) 
suplementado con 10% de FBS (fetal bivone serum) y 1% de 
penicilina/estreptomicina a 37°C y una atmósfera de 5% de CO2. Cuando las células 
alcanzaron el 70% de confluencia, fueron transfectadas transitoriamente con 
lipofectamina 2000 (Invitrogen) en cajas de cultivo de 12 pozos con 0.85ug de PPRE-
Luc como plásmido reportero, 0.5g de CMVB-Gal como plásmido control, 0.2g de 
PPAR y 0.1 g de cada uno de los co-activadores, p300, SRC1 GRIP1 y PRIP.  
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 La cantidad de DNA total transfectado fue normalizado con el vector pcDNA3.1 que 
no posee inserto. Pasadas 24 horas, el medio fue reemplazado por DMEM con 10% 
de suero bovino fetal tratado con una resina para eliminar ligandos endógenos del 
mismo y 1M o 10M de ligandos (rosiglitazona o telmisartán). DMSO 
(Dimetilsulfoxido) fue usado como vehículo a una concentración máxima de 0.2%.  
Luego de 24 horas más de incubación las células fueron lavadas y lisadas con buffer 
Triton X-100 y la actividad tanto de luciferasa como de β-Galactosidasa fue 
cuantificada. 
En cuanto a los estudios de doble híbrido, células U2OS fueron transfectadas 
mediante la técnica anteriormente descrita con 0.85 g del reportero 5XUAS-TK-
Luc, 0.1g de Gal4PPAR y 0.35 g de VP16-SRC1 o CMVβ-Galactosidasa 
utilizado como control interno. Igual procedimiento fue descrito en el anterior 
experimento. Los cambios en la actividad de luciferasa o expresión de β-
galactosidasa en las células transfectadas con los vectores de estudio, fueron 
calculados en relación a la actividad de vector de control pcDNA 3.1. Los datos 
fueron realizados por triplicado en 3 experimentos independientes y las gráficas 
muestran el error estándar de la media.  
2.3.3 Ensayo de diferenciación de células adiposas 
Los preadipocitos 3T3-L1 fueron mantenidos en medio DMEM suplementado con 
10% de Suero bovino fetal y 1% de antibióticos.  48 horas después de la confluencia 
las células fueron inducidas a diferenciación en medio con 1µM de dexamentasona, 
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0.5mM de IBMX (3-isobutil-1-metilxantina) y 1µM ó 10µM de telmisartán o 1µM de 
rosiglitazona o la combinación de ambos ligandos según se indica en los resultados. 
48 horas después el medio fue cambiado y únicamente los ligandos fueron 
adicionados, cada 2 días el medio fue retirado hasta completar 8 días de tratamiento.  
Luego las células diferenciadas fueron lavadas y fijadas con 10% de formaldehído y 
teñidas con 0.6% aceite rojo en 60% de isopropanol durante 2 horas a temperatura 
ambiente.  Para la cuantificación, la monocapa teñida fue extensamente lavada para 
retirar restos de colorante y 1mL de alcohol isopropílico se adicionó para desteñir los 
discos y luego de 5 minutos la absorbancia de las muestras se midió a 510 
nanómetros mediante espectrofotometría. 
2.3.4 Análisis de Western Blot. 
La células 3T3-L1 fueron lisadas en buffer RIPA (1X PBS, 1% Nonidet P-40, 0.1% 
SDS e inhibidores de proteasas (Roche) las muestra fueron tomadas a los 0 4 y 8 días 
pos-diferenciación.  Después de la centrifugación, 200 µg de proteínas totales fueron 
mezcladas con igual volumen de buffer de muestra, desnaturalizadas a 95°C por 3 
minutos y corrida la electroforesis a través de gel SDS de poliacrilamida, transferida 
luego a una membrana de nitrocelulosa.  Posteriormente la membrana fue incubada 
en 5% de leche en polvo descremada en PBS-T (0.1% v/v de Tween-20 en PBS) 
durante 1 hora a 4°C para bloquear uniones inespecíficas.  Después, la membrana fue 
incubada con anticuerpos contra Fabp4/aP2  (ABCAm, Cambridge MA, USA)  
1:1000. Posteriormente la membrana fue lavada y se incubó con anticuerpo HRP goat 
anti-rabbit (1:2000)  (ABCAm, Cambridge MA, USA) durante 1 hora.  La membrana 
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fue expuesta a solución ECL (Amersham Pharmacia Biotech) para revelar y 
visualizar a través de autoradiografía. El análisis cuantitativo fue realizado mediante 
análisis de densitometría. Los resultados muestran el error estándar de la muestra 
2.3.5 Análisis estadístico 
El test de análisis de varianza (ANOVA) se realizó usando el programa Stat-View. Se 
consideraron diferencias estadísticamente significativas con valor de p<0.05. En los 
estudios de transfección, la cotrasnfección con β-galactosidasa fue realizada para 
normalizar los datos y evitar la dispersión de resultados. La β-galactosidasa tiene un 
promotor diferente, lo cual no interfiere en los resultados.  El test t-student se usó 
para comparar los dos tratamientos. 
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2.4 RESULTADOS 
Con el objeto de determinar la activación transcripcional de PPAR mediada por 
telmisartan o rosiglitazona, células U2OS fueron transfectadas transitoriamente con 
un plásmido codificando PPAR y un vector reportero conteniendo un PPRE natural. 
El tratamiento con los ligandos a las células transfectadas significativamente aumentó 
la activación de luciferasa.  Sin embargo, dosis altas de telmisartán 10µM no 
indujeron un aumento de la activación de PPAR de similar magnitud a lo observado 
con rosiglitazona. Posteriormente, se analizó un posible efecto sinérgico de los dos 
ligandos sobre la transactivación de PPAR.  El tratamiento de telmisartán junto a 
rosiglitazona a las células transfectadas, generó una significante reducción de la 
activación de PPAR comparado con solo rosiglitazona (Figura 1A). 
Para observar concordancia entre los datos arrojados en los estudios funcionales, se 
analizó el efecto de los agonistas en la diferenciación de preadipocitos 3T3-L1. 
Teniendo en cuenta que PPAR juega un papel fundamental en la adquisición del 
fenotipo del adipocito.  Se halló que rosiglitazona induce una mayor acumulación de 
triglicéridos lo que indirectamente demuestra un elevado nivel de diferenciación 
comparado con dosis altas de telmisartán.  Cuando dosis de telmisartán de 1 y 10µM 
fueron adicionados al medio de diferenciación en presencia de rosiglitazona, se 
observó una reducción en la diferenciación de los preadipocitos. (Figura 1B). 
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Figura 1. Telmisartán y rosiglitazona inducen la activación transcripcional de 
PPAR y la diferenciación de células adiposas.  A. Células U2OS fueron 
transitoriamente transfectadas con un plásmido reportero unido a luciferasa PPRE-
Luc y un vector con PPAR, posteriormente las células fueron tratadas a parte o en 
combinación con 10uM de telmisartán o 1uM de Rosiglitazona. La  actividad de 
luciferasa fue normalizada con  -galactosidasa y los datos fueron calculados 
mediante tres ensayos independientes  por triplicado.  B. Los preadipocitos 3T3-L1 
fueron inducidos a diferenciación con una mezcla de 1M de dexametasona, 0.5mM 
de 3-isobutil-1-metilxantinay 1M o 10M de telmisartán o 1M de Rosiglitazona. 
La acumulación de triglicéridos fue cuantificada como se menciona en materiales y 
métodos. Los datos muestran la desviación estándar y representan un mínimo de tres 
experimentos independientes. El análisis estadístico fue realizado por análisis de 
varianza ANOVA, para A: * cambios en la actividad de luciferasa relativo 
únicamente al vector de expresión usado como control, con una valor significativo de 
p0.05; ** cambios en la actividad de luciferasa relativo únicamente al vector de 
expresión usado como control, con una valor significativo de p0.01; # cambios en la 
actividad de luciferasa relativo la activación ejercida en presencia de rosiglitazona 
sobre el vector que contenía a PPAR, con un valor significativo de p0.01. En 
cuanto a B: *El tratamiento de rosiglitazona vs telmisartán sobre la adipogénesis de 
las 3T3-L1 arrojaron un valor de significancia de p0.05  
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Posteriormente,  el efecto de estos agonistas fue evaluado en su capacidad de modular 
la expresión de Fabp4/aP2, que es regulado por PPAR, efectivamente se encontró 
que niveles altos fueron detectados mediante western blot tras el tratamiento con 
rosiglitazona a diferencia de lo encontrado con telmisartán  (Figura 2). 
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Figura 2. Telmisartán y rosiglitazona inducen la activación transcripcional de 
PPAR y la diferenciación de células adiposas.. Los preadipocitos 3T3-L1 fueron 
inducidos a diferenciación en presencia de telmisartán o rosiglitazona. Los niveles de 
expresión de aP2 fueron analizados durante los días señalados (día 0 se definió a las 
48 pos-confluencia, momento en el que se indujo la diferenciación) mediante western 
blotting. El estudio cuantitativo de los western blot se realizó mediante análisis de 
densitometría en tres experimentos diferentes. 
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Debido a que una probable diferencia en la incorporación de coactivadores por parte 
de los agonistas empleados podría explicar los efectos observados en los estudios 
anteriores, se evaluó si la incorporación de diferentes cofactores podría influir en la 
distinta actividad del receptor nuclear PPAR.  La cotransfección de p300 y PRIP 
incrementó significativamente la activación de ambos agonistas, mientras que el 
grupo de coactivadores de la familia p160 (SRC1 y GRIP) no demostraron un 
incremento significativo de PPAR  tras la adición de telmisartán (Figura 3).  
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Figura 3. Activación de PPAR en presencia de diferentes coactivadores tras el 
tratamiento con telmisartán y rosiglitazona. Células U2OS fueron cotrasnfectadas 
como en la figura 1, los coactivadores estudiados (SRC-1, GRIP1, p300 y PRIP) 
fueron cotrasnfectados en presencia de telmisartán o rosiglitazona. La evaluación 
estadística se basó en 3 experimentos diferentes. La prueba de ANOVA fue aplicada y 
se consideraron diferencias estadísticamente significativas con un valor de p≤0.005. 
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Con el fin de evaluar una posible interacción proteína-proteína entre PPAR y SRC1 
en presencia de telmisartán y rosiglitazona, se realizó un ensayo de doble híbrido en 
células de mamífero.  Cuando telmisartán fue evaluado, la actividad de luciferasa 
incrementó 9 veces aproximadamente comparado con los niveles basales  (Figura 
4A).  Al determinar la interacción Gal4-PPAR LBD  junto con VP16-SRC1 se 
observó un leve aumento de la activad de luciferasa (Figura 4B).   
Estos datos son contrastantes a los  resultados obtenidos  en presencia de 
rosiglitazona,  donde un aumento de luciferasa alcanzó casi 40 veces comparado con 
los niveles basales (Figura 4A), y la unión entre SRC1 y Gal4- PPAR LBD  
incrementó en más del 100% la actividad de luciferasa comparado con solo Gal4- 
PPARLBD (Figura 4B). 
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Figura 4. Evaluación de la interacción del coactivador SRC1 con PPAR en 
presencia de telmisartán o rosiglitazona. Células U2OS fueron cotransfectadas 
mediante la técnica de doble híbrido y la unión entre SRC1 y PPAR fue evaluada 
después del tratamiento con telmisartán o rosiglitazona.  Los datos muestran el valor 
estándar de la media que representa 3 experimentos independientes por triplicado. 
Se realizó la prueba de análisis de varianza (ANOVA) y las diferencias fueron 
consideradas estadísticamente significativas cuando el valor de la media con error 
estándar fue de p < 0.05. Dado que en los estudios de transfección se realizó un 
cotransfección con β-galactosidasa, permite normalizar los datos y evita la 
dispersión de los resultados. 
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2.5 DISCUSIÓN 
El uso de agonistas totales de PPAR como tratamiento para la obesidad y la diabetes 
tipo 2 generan sensibilidad a la insulina y reducción de adipocitoquinas pro-
inflamatorias. Sin embargo, efectos adversos como acumulación liquida y leve 
aumento de peso entre otros, son desencadenados por el uso de este tipo de ligandos 
(9, 10).  Estudios de expresión de PPAR tanto en modelos murinos como humanos, 
han sugerido que ni un agonismo ni antagonismo total de PPAR  ofrece un óptimo 
tratamiento para los desórdenes metabólicos (19, 20).  No obstante, la identificación 
de moléculas que en forma moderada activen a PPAR son hoy en día un importante 
objeto de investigación.   
Los SPPARMs son un nuevo grupo de ligandos que interactúan selectivamente con 
cofactores, generando la activación parcial de PPAR  y teóricamente evitando los 
efectos adversos asociados  a los agonistas totales (21). 
En estudios previos se ha demostrado que telmisartán,  un antagonista específico y 
selectivo de los receptores de la angiotensina II (AT II), actúa como un SPPARM, 
permitiendo la diferenciación de las células adiposas vía parcial activación de PPAR 
(22, 23).  En este estudio se muestra que telmisartán puede estimular la diferenciación 
de preadipocitos 3T3-L1 generando cambios tanto fenotípicos como moleculares 
(Fig. 2).  Estos resultados sugieren además que un acoplamiento diferencial de los 
coactivadores podría explicar la reducción de la activación de PPAR  mediada por 
este fármaco (Fig. 4).   
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En esta investigación, además se encontró que p300 juega un importante papel tanto 
en la co-activación mediada por telmisartán como por rosiglitazona. Sin embargo, en 
presencia de telmisartán los cofactores de la familia p160 (SRC1, GRIP1) no inducen 
una  activación significativa de PPAR  (Fig. 3). Es probable que estos cofactores no 
se acoplen a este complejo transcripcional en presencia de telmisartán. Con el objeto 
de profundizar en esta posibilidad se realizó un estudio de  doble híbrido que permitió 
valorar la interacción entre estas proteínas.  En este experimento se encontró un 
incremento del 40% de la actividad de luciferasa en relación a los niveles basales, 
cuando Gal4-PPAR-LBD y SRC1-VP16 fueron cotransfectados en presencia de 
telmisartán.  No obstante,  este mismo estudio en presencia de rosiglitazona mostró 
un incremento de más del 100% de la actividad de luciferasa (Fig. 4B).   
Estudios estructurales han mostrado una unión menos estable de telmisartán con la 
hélice 12 de PPAR. Lo que puede la unión reducida de coactivadores (24). Por tal 
motivo, se podría proponer  una interacción reducida de SRC1 a la maquinaria 
transcripcional, en presencia de telmisartán  en contraste al tratamiento con el 
agonista total.  Tagami el al., 2009 encontraron un reducido reclutamiento de SRC1 
por PPAR en ensayos de doble hibrido, tras el tratamiento con telmisartán (25). Sin 
embargo como ellos encontraron un incremento en la transactivación de PPAR  en 
presencia de GRIP1, se pude argumentar que el uso de un promotor diferente podría 
ser la causa de las diferencias observadas. En línea con los datos funcionales 
arrojados en esta investigación, se encontró que preadipocitos 3T3-L1 tratados con 
telmisartán muestran niveles reducidos en la acumulación de lípidos comparado con 
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el tratamiento con rosiglitazona que presenta alta concentración de triglicéridos, lo 
cual es concordante con los datos de expresión de la proteína  Fabp4/aP2 suyos 
niveles son reducidos por el bajo efecto de diferenciación alcanzado tras el 
tratamiento con telmisartán (Fig. 1B y 2). 
En conclusión, el presente estudio compara los efectos funcionales y moleculares de 
telmisartán y rosiglitazona sobre el receptor nuclear PPAR. Se encontró que un 
reclutamiento selectivo de cofactores podría ser la explicación para la activación 
moderada de PPAR, expresión de genes y modesta acumulación de triglicéridos por 
parte de telmisartán. De capital importancia resulta la caracterización de sustancias 
que actúen como SPPARMs, puesto que de esta manera se podrían reducir los efectos 
de la activación total de PPAR y en paralelo mantener la eficacia metabólica con una 
moderada  acción de este receptor nuclear. 
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CAPITULO 3 
EID1 INDUCE CARACTERÍSTICAS DE ADIPOCITOS “BROWN LIKE” EN 
PREADIPOCITOS 3T3-L1 
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3.1 RESUMEN 
PPAR y pRb cumplen un papel fundamental en el desarrollo de la célula adiposa, de 
hecho, modificaciones funcionales de estas proteínas pueden generar cambios 
benéficos en la fisiología del adipocito. En este estudio se muestra que la proteína 
EID1  descrita en principio como un inhibidor de la diferenciación de células 
musculares,  reduce la transactivación de PPAR en presencia de ligando y disminuye 
la acumulación de triglicéridos en preadipocitos 3T3-L1, cuando es sobre-expresada. 
Adicionalmente, se encontró que EID1 se asocia a pRb y reduce los niveles de esta 
proteína. La sobre-producción de EID1 en las células 3T3-L1 genera incremento en la 
expresión de las proteínas UCP1 y PGC-1α, las cuales están involucradas en el gasto 
calórico y la termogénesis en el adipocito pardo.  Estos datos sugieren que EID1 es 
capaz de reducir la acumulación de grasa en la célula adiposa y a su vez induce genes 
de grasa parda en preadipocitos 3T3-L1, que proviene de un linaje adipocito blanco. 
La reducción funcional que EID1 ejerce sobre pRb y PPAR en la célula adiposa, 
podría cumplir una función importante en  la resistencia a la insulina y el síndrome 
metabólico.  
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3.2 INTRODUCCIÓN 
El adipocito produce moléculas que son importantes para el balance energético y el 
metabolismo. La alteración funcional de la célula adiposa por el incremento en la 
acumulación de lípidos afecta la producción de estas moléculas, lo cual puede 
contribuir a las complicaciones generadas en el síndrome metabólico (1-3).  La 
modulación en la cantidad o funcionalidad del tejido adiposo blanco, acompañado 
de la activación de tejido adiposo pardo que en lugar de acumular la energía en 
forma de triglicéridos, produce calor, podría prevenir las complicaciones de la 
obesidad (4). Los niveles de adipocito pardo son altos en neonatos humanos, pero 
van disminuyendo progresivamente en el adulto. No obstante,  estudios recientes 
han demostrado que  adultos humanos tienen la capacidad de producir grasa 
energéticamente más activa cuando son sometidos a bajas temperaturas, fenómeno 
que pude liderar nuevos enfoques terapéuticos (5-7). 
La determinación de la formación de estos dos tipos de grasa no ha sido aún 
dilucidado, aunque se conoce que PPAR, miembro de la familia  de receptores 
nucleares, ejerce un papel fundamental en el programa adipogénico para grasa 
blanca y parda. La acción de PPAR es dependiente de ligando, circunstancia que 
genera cambios conformacionales que le permiten  aglutinar proteínas co-
activadoras que poseen actividad acetilasa de histona, incluyendo miembros de la 
familia SRC, p300/CBP  y el complejo mediador (8, 9). PGC1α, identificado en 
principio como un coactivador de PPAR, se ha caracterizado como un regulador 
dominante de la biogénesis mitocondrial y las rutas que regulan el metabolismo 
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oxidativo (10).  La expresión ectópica de PGC-1α en células adiposas blancas lidera 
la activación mitocondrial y expresión de proteínas termogénicas como UCP1 (11). 
Por otro lado se ha propuesto que algunos agonistas sintéticos de PPAR pueden 
actuar en parte fortaleciendo el fenotipo del adipocito Pardo en Blanco (12).  Por el 
contrario, la expresión ectópica de PPAR en células madre mesenquimales, induce 
fenotipo de adipocito blanco no pardo, lo cual pone en evidencia el papel de los co-
activadores al  definir las características del tejido adiposo (13). Por otro lado, se 
mostró que la supresión de pRb en fibroblastos de ratón y en células madre 
embrionarias activan características de grasa ya que presentan aumento en el 
número de mitocondrias  y expresión elevada de UCP1, PGC-1α y algunos genes 
mitocondriales (14). Consistente con estos datos, pRb muestra una unión directa a 
los promotores de PGC-1α, reprimiendo su transcripción (15). 
El estudio de nuevas moléculas que modulen la actividad transcripcional de PPAR 
y supriman la función de pRb, pueden ayudar a combatir la obesidad.  En el 
presente estudio, se encontró que EID1 (16, 17) reduce la adipogénesis. EID1 fue 
conocido previamente por inhibir la diferenciación de células musculares, mediante 
el bloqueo de la de la actividad acetilasa de histona de p300. Lo que lideró una 
reducción en la transcripción de MyoD. Esta investigación analiza por primera vez 
el efecto de EID1 en la célula adiposa. Los resultados mostraron que EID1 
disminuye la transactivación de PPAR en presencia de rosiglitazona. EID1 se une a 
pRb y reduce su expresión.  Por tanto se hipotiza que  el incremento relativo de 
PGC-1α y UCP1 observado tras el tratamiento de EID1 en las células 3T3-L1, 
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puede ser debido a una reducción en los niveles de pRb, generado por EID1. En 
conclusión, EID1 disminuye los niveles de triglicéridos e incrementa la expresión 
de genes que estimulan la termogénesis en adipocitos blancos. Estos hallazgos 
pueden contribuir al desarrollo de estrategias terapéuticas para combatir la obesidad. 
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3.3 METODOLOGÍA 
3.3.1 Plásmidos 
El gen que codifica para PPAR fue clonado en el vector pSV.SPORT1 en el sitio 
SalI. PPRE-LUC fue obtenido del Dr Bruce Spiegelman (Dana Farber Institute) (8). 
Los vectores de expresión con EID1, EID1C y EID1C5392 fueron generados 
mediante clonación en el vector pcDNA3-T7 en los sitios de restricción BamHI y 
ECoRI . EID1C corresponde al gen de EID1 que carece del domino C terminal 
(LxCxE) a través del cual interacciona con pRb. EID1C5392 adicional a la 
deleción del C terminal, carece de los residuos 53-63 y 92-115 los cuales 
comprometen dominios acídicos que facilitan la unión a p300. El plásmido 
denominado EID1 pcDNA3.1/V5 codifica al gen de EID1 fusionado al epítope V5, 
fue generado mediante PCR usando los siguientes cebadores: Fw 5’-CAC CAT 
GTC GGA AAT GGC TGA GTT-3’ and Rvs 3’-CGC AAG CTT CTC TCT ATC 
AAT AAT CTC ATC-5’. Los productos de PCR fueron purificados y clonados a 
través del método de TOPO (Invitrogen). 
3.3.2 Transfecciones transitorias 
Las líneas celulares U2OS y 293  fueron obtenidas de ATCC y crecidas en medio 
DMEM suplementado con 10% de FBS y 100U/mL de penicilina y 100µg/mL de 
streptomicina, a 37ºC y 5% de CO2. Las células fueron sembradas en cajas de 12 
pozos y cuando llegaron a un 70% de confluencia, se realizó la transfección 
transitoria usando lipofectaminaTM 2000 (Invitrogen). Las concentraciones de DNA 
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fueron las siguientes: el plásmido reportero PPRE-Luc (0.085µg/pozo), el vector que 
contenía a PPAR (0.2ug/pozo) y cantidades indicadas de EID1 o EID1C. La 
cantidad de DNA adicionada a cada pozo fue constante y compensada con el vector 
vacío pcDNA3.1. Como control en los ensayos de luciferasa se usó 0.5µg de CMV-
βGal. 24 horas después de la transfección, el medio fue cambiado por medio DMEM 
suplementado con 10% de FBS libre de ligandos endógenos y  se adicionó la 
rosiglitazona a una concentración de 1uM la cual fue disuelta en DMSO. Como 
control se utilizó DMSO a una concentración final de 0.2%. 24 horas después del 
tratamiento con rosiglitazona se procedió al ensayo de luciferasa y β-galactosidasa, 
para ello las células se lavaron con PBS y se lisaron en  Triton X-100. Para evaluar el 
efecto de EID1 en la diferenciación adipogénica, los preadipocitos 3T3-L1  fueron 
transfectados al 90% de confluencia en platos de 12 pozos con 1.6ug de EID1 en 4µL 
de lipogectamina. 48 horas después las células fueron lisadas para obtener proteínas 
totales y realizar los ensayos moleculares o fue inducida la diferenciación para los 
ensayos fenotípicos.  
3.3.4 Ensayos de diferenciación adipogénica y cuantificación de triglicéridos 
La línea celular 3T3-L1 fue crecida en DMEM suplementado con 10% de FBS, 
100U/mL de penicilina y 100µg/mL de Estreptomicina. 2 días después de que las 
células alcanzaron la confluencia, fueron tratadas con una mezcla de diferenciación 
que contenía 1M de dexametasona, 0.5mM de IBMX y 1M de rosiglitazona.  48 
horas después fue cambiado el medio y se adicionó únicamente rosiglitazona, 
posteriormente  se cambió el medio cada 2  días hasta el día 8. La diferenciación de 
81 
 
los adipocitos fue observada mediante la tinción con Oil-red O  para lo cual las 
células diferenciadas fueron lavadas y fijadas con 10% de formaldehído durante 15 
min y teñidas con 0.6% (peso/volumen) de aceite rojo en 60% de isopropanol durante 
2 horas a temperatura ambiente. Para la cuantificación, la monocapa teñida fue 
extensamente lavada para remover el exceso de colorante y 1mL de alcohol 
isopropílico se adicionó para desteñir los discos y luego de 5 minutos la absorbancia 
de las muestras se midió a 510 nanómetros mediante espectrofotometría. 
3.3.5 Análisis de western blot 
Las células 3T3-L1 en cultivo fueron lisadas con 100uL/pozo de buffer RIPA en 
presencia de inhibidores de proteasas (Roche), La mezcal fue incubada durante 45 
min en hielo y centrifugada a 16.000g durante 30min. Luego 100µg de proteínas se 
mezclaron con igual volumen de buffer de muestras y se  sometió la mezcla a 95°C 
durante 3 min para desnaturalizar las proteínas. Posteriormente se realizó 
electroforesis en gel de poliacrilamida al 8% y  se trasfirió el producto de en una 
membrana de nitrocelulosa.  Para evitar uniones inespecíficas se realizó un bloqueo a 
la membrana  en 0.5% de leche en polvo descremada diluida PBS-T durante 1 hora a 
temperatura ambiente. Luego de los lavados, la membrana se incubó con el 
anticuerpo primario respectivo a cada experimento así: Anti EID-1 (SH-18) a una 
dilución de 1:5 v/v. Anti PGC-1α dilución 1:1000 (Millipore AB3242), anti-pRb 
dilución 1:1000 (Millipore AB MAB3186) y anti UCP1 dilución 1:1000 (Millipore 
AB 3036). Posterior a 4 lavados con PBS-T LA membrana fue incubada durante 1 
hora con los anticuerpos secundarios correspondientes conjugados con HRP así: 
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anticuerpo contra mouse IgG para EID1 (1:5000) y pRb (1:2000) y anticuerpo contra 
rabbit para PGC-1α (1:2000) y UCP1 (1:1000). La detección se realizó por 
autoradiografía acorde a las instrucciones del kit ECL Western blotting Amersham. 
El análisis cuantitativo se realizó por densitometría en 3 experimentos 
independientes. Los resultados se sometieron a la prueba de análisis de varianza 
(ANOVA) y las diferencias fueron consideradas estadísticamente significativas 
cuando el valor de la media con error estándar fue de p < 0.05. 
3.3.6 RNA de interferencia 
Los oligonucleótidos sintéticos de siRNA fueron diseñados y producidos  por 
Invitrogen. 3 distintas secuencias fueron ensayadas y el western blot determino cual 
se los oligonucleótidos utilizados fue el más eficiente al bloquear la expresión de 
EID1. Las secuencia más eficaz fue  AGA GAG CAG UGA CCU GCA GAU GGA 
U 3’. Las células 3T3-L1 fueron transfectadas al 70% de confluencia con 30nM de 
siRNA en 1.2µL de lipofectaminaTM RNAi MAX en cajas de 24 pozos. 48 horas 
luego de la transfección, las células se indujeron a diferenciación. Pasados 6 días las 
células fueron teñidas y los niveles de triglicéridos se cuantificaron. Las células 
usadas como control se transfectaron únicamente con lipofectaminaTM RNAi MAX.  
Coinmunoprecipitación  
Las células 3T3-L1 fueron crecidas y transfectadas en cajas de 12 pozos con el vector 
TOPO-EID1-V5, a través de lipofectaminaTM 2000 (4µL/well). 48 horas después de 
la transfección las células fueron lisadas con 100µL/pozo de buffer RIPA en 
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presencia de inhibidores. Los extractos fueron pre-lavados con 30µL de 50% de 
proteína A sepharosa (Invitrogen) y sometidas a centrifugación.  Posteriormente, se 
incubaron 5µg/mL  de proteínas con el anticuerpo anti-V5 (1:2000) de Invitrogen, 
durante 2 horas. Luego fue adicionado 50µL de 50% Proteína A sepharosa y se 
continuó la incubación por otras 2 horas. Las muestras fueron luego lavadas 3 veces 
con buffer RIPA y centrifugadas nuevamente. El precipitado conteniendo las 
proteínas unidas a la sepharosa se combinó con igual volumen de buffer de muestra y 
se realizó la electroforesis SDS-PAGE para analizar las muestras mediante western 
blot.  Para ello se realizó transferencia a membrana de nitrocelulosa y luego de los 
lavados, se incubó con el anticuerpo anti pRb (Millipore) a una dilución de 1:2000. A 
continuación de los lavados, se adicionó el anticuerpo secundario anti ratón IgG. El 
revelado del ensayo se realizó acorde al método ECL de Amersham y se visualizó por 
autoradiografía. Como control se usó el extracto de las células transfectadas con 
TOPO EID1C-V5, una variante de EID1 que pierde la capacidad de unión con pRb.  
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3.4 RESULTADOS 
3.4.1 EID1 disminuye la transactivación mediada por PPAR  
Se ha mostrado que EID1 interfiere con la transactivación inducida por ligando de 
algunos receptores nucleares como TR, ER, y RAR (18-20). Para evaluar si EID1 
podría modular la actividad  de PPAR, se transfectaron transitoriamente células 
U2OS y 293 con plásmidos que codifican para EID1 junto con PPAR y un vector 
reportero que contiene un PPRE. EID1 no afecta la transactivación de PPAR en 
ausencia de ligando.  Sin embargo, la actividad transcripcional mediada por el 
ligando sintético utilizado (rosiglitazona), fue significativamente reducida tras la 
cotransfección de EID1 (Figura1). Para investigar si la reducción de la 
transactivación de PPAR generada por EID1 era una consecuencia de la inhibición 
del coactivador p300, las células fueron cotransfectadas con un mutante de EID1 
(EID1C5392) que carece de los dominios acídicos y no puede unirse a p300 (16). 
Los resultados muestran que la activación de PPAR inducido por rosiglitazona no 
fue afectada por la presencia de este mutante.  
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Figura 4. Evaluación de la interacción del coactivador SRC1 con PPAR en 
presencia de telmisartán o rosiglitazona. Preadipocitos 3T3-L1 fueron inducidos a 
diferenciación tras alcanzar el 100% de confluencia usando una mezcla de 
diferenciación con dexametasona, IBMX y rosiglitazona. A. Los niveles de RNA de 
EID1 fueron determinados mediante RT-PCR; expresión de GHPD se  usó como 
control; B. Estudios de western blot se utilizaron para detectar EID1 mediante un 
anticuerpo monoclonal contra la proteína de estudio y sus niveles se detectaron 
durante la adipogénesis. Niveles reducidos tanto del RNA como de la proteína se 
observaron a lo largo de la diferenciación (8vo día); C. Se realizaron ensayos de  
transfecciones transitorias en las líneas celulares 293 y U2OS con un plásmido 
reportero PPRE que contiene elementos de respuesta para PPAR y vectores de 
expresión que codifican para PPAR, EID1 o los mutantes  EID1C y 
EID1C5392. Las células fueron lisadas 48 horas luego de la transfección y se 
detectaron los niveles de luciferasa y β-galactosidasa, mediante la lumiscencia 
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emitida por el gen reportero. Los niveles de luciferasa fueron normalizados con β-
Galactosidasa. Los datos se expresan como la media ± SE de tres experimentos 
independientes realizados por triplicado. El test t-Student se usó para indicar los 
niveles de significancia (p0.05) señalados por los asteriscos de actividad de PPAR 
en  presencia de rosiglitazona en relación con PPAR en presencia de rosiglitazona 
tras la cotransfección de EID1. 
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3.4.2 Función de EID1 en la diferenciación de los preadipocitos 3T3-L1 
Para indagar si EID1 podría tener una relevancia fisiológica en la diferenciación 
adipogénica, se determinó en principio, la expresión de EID1 durante la adipogénesis 
de los preadipocitos 3T3-L1. Luego que las células alcanzaron el 100% de 
confluencia, la diferenciación fue inducida como se indica en materiales y métodos, 
tanto pruebas de RT-PCR como análisis de western blot, mostraron que EID1 es 
altamente expresada al inicio de la diferenciación y su expresión va disminuyendo 
progresivamente a lo largo del tiempo (Fig. 1A y B). 
Con estos datos se hipotiza que si EID1 afecta la transactivación de PPAR, este 
efecto puede también modificar la adipogénesis. Para comprobar esta hipótesis, se 
sobre-expresó EID1 en las células 3T3-L1 y 48 horas después se indujo la 
diferenciación, punto que se determinó como día 0. Se observó posteriormente, una 
reducción en los niveles de triglicéridos (Fig. 2A y B). 
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Figura 2. La sobre-expresión de EID1 reduce la diferenciación adipogénica. Células 
3T3-L1 confluentes, se transfectaron con los plásmidos que codifican para EID1 o 
los mutantes EID1C o EID1C5392, usando lipofectaminaTM 2000. Luego de 48 
horas, las células se indujeron a diferenciación. La tinción con el colorante Oi lred-
O se realizó 8 días luego de inducir la diferenciación. A. La fotografía señala la 
función de EID1 en la adipogénesis. B. Los niveles intracelulares de triglicéridos se 
evaluaron mediante la remoción del colorante Oil red-O usando alcohol 
isopropílico. Las muestras fueron sometidas a análisis de espectrofotometría a una 
absorbancia de 510nm de longitud de onda. Los datos se expresan como la media ± 
SE de tres experimentos independientes realizados por triplicado. La diferencia 
significativa fue de p0.05 señalado por los asteriscos de los niveles de triglicérido 
del vector vacío en relación al tratamiento con EID1. 
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Para investigar el papel específico de EID1 en la adipogénesis, se realizó un bloqueo 
de la expresión de EID1 mediante siRNA. Las células 3T3-L1 fueron transfectadas 
con oligonucleótidos sintéticos usando lipofectaminaTM  RNAiMAX, luego de probar 
y escoger el oligo más eficiente en bloquear a EID1, se realizó nuevamente 
transfección en las 3T3-L1 y 48 horas después se indujo la diferenciación 
adipogénica. Los resultados mostraron que la interferencia de EID1 acelera la 
adipogénesis en comparación a las células utilizadas como control (Fig. 3A y B). Los 
niveles de triglicéridos fueron determinados mediante tinción con oil red-O (Fig. 3C). 
Estos hallazgos demuestran que EID1 cumple un papel importante en la 
diferenciación adipogénica, ya que tanto la sobre-expresión como la inhibición de 
esta proteína genera un efecto contrario en la acumulación de lípidos en células 3T3-
L1.  
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Figura 3. Bloqueo de EID1 mediante RNA de interferencia. La expresión endógena 
de EID1 fue inhibida mediante ensayos de transfección transitoria según las 
indicaciones del kit de lipofectamine™ RNAiMAX, usando 2 diferentes 
oligonucleótidos. A. LA reducción de la expresión de EID1 se confirmó a través de 
western blot. B. El efecto fenotípico del bloqueo de EID1 se evaluó 6 días luego de 
inducida la diferenciación adipogénica. C. los niveles de triglicéridos se 
cuantificaron usando tinción con Oil red-O como se describe en el experimento 2B. 
Los datos se expresan como la media ± SE de tres experimentos independientes 
realizados por triplicado. La diferencia significativa fue de p0.05 señalado por los 
asteriscos de los niveles de triglicérido entre el siEID1/1 que no tiene efecto de 
bloqueo en comparación al siEID1/2. 
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3.4.3 EID1 se une a pRb y disminuye su expresión durante la diferenciación 
adipogénica 
Resultados previos mostraron que EID1 se une a pRb en células musculares (16). 
Debido a que este anti-oncogén cumple igualmente una función importante en la 
diferenciación de los adipocito, se analizó si EID1 podría afectar la actividad de pRb 
en células 3T3-L1. Para ello se sobre-expresó el vector TOPO pcDNA-EID1 unido al 
epítope V5, en las células 3T3-L1 y se realizó la coinmunoprecipitación. A 
continuación el análisis del western blot usando un anticuerpo anti-pRb, desvelaron 
que EID1 y pRb se unen en el modelo utilizado. Esta interacción no se observó con 
las células tratadas con EID1C que carece del dominio LxCxE de unión al sitio 
“pocket” de pRb (Fig. 4A).  Para evaluar si el efecto de unión entre pRb y EID1 
afectaba los niveles de expresión de pRb durante la adipogénesis, se realizó sobre-
expresión de EID1 en las células 3T3-L1 y posteriormente se aislaron las proteínas 
totales 48 horas pos-transfección correspondiente al día 0, luego día 2 y 4 pos-
diferenciación. Los resultados arrojados presentan una significativa reducción en los 
niveles de pRb durante los días señalados (Fig. 4B). 
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Figura 4. EID1 se une a pRb, reduce sus niveles de expresión y a su vez activa 
proteínas termogénicas como PGC1 y UCP1 en las células 3T3-L1. A. Transfección 
de EID1 insertado en un vector de expresión unido a V5  (V5-EID1) o un vector 
carente del dominio C-terminal que no posee la secuencia LxCxE a través de la cual 
se une a pRb (V5-EID1C), el ensayo se realizó mediante la técnica de 
lipofectaminaTM 2000. 48 horas luego de la transfección las células se lisaron, la 
coinmunoprecipitación se realizó con el anticuerpo anti V5 y el western blot detectó 
los niveles de pRb, con este ensayo se detectó la unión de EID1 con el pRb endógeno 
de las 3T3-L1. B. Las proteínas totales se aislaron en los días indicados (el día 0 
corresponde a 48 horas luego de la transfección y a continuación se indujo la 
diferenciación adipogénica), El análisis cuantitativo se realizó por mediante 
densitometría de las bandas detectadas por el western en 3 experimentos 
independientes. El control se tomó como punto de comparación que corresponde a 
los preadipocitos en proliferación. C. Los preadipocitos 3T3-L1 se transfectaron 
como se describe en la figura 2, los días indicados muestran la expresión de las 
proteínas UCP1 y PGC-1α (el día 0 corresponde a las 48 horas luego de realizada la 
transfección de EID1). El análisis cuantitativo se realizó por densitometría de las 
bandas detectadas en el western blot de tres experimentos independientes. Las 
comparaciones estadísticas se realizaron frente al  día 0 transfectado con vector 
vacío tanto para PGC-1α como para UCP1. Los resultados se expresan como la 
media ± SE de tres experimentos independientes realizados por triplicado. Los 
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valores de p0.05 indican diferencia significativa entre cada día señalado en 
presencia o ausencia de EID1. 
3.4.4 EIDI induce precursores de grasa parda en preadipocitos blancos. 
Existe una evidencia fuerte que implica a pRb y las proteínas “pocket” en el fenotipo 
adipogénico de células blancas y pardas (14). Este hecho llevó a valorar si  una 
regulación negativa de pRb ejercida por EID1 podría inducir expresión de proteínas 
de grasa parda en preadipocitos 3T3-L1. Interesantemente, la sobre-expresión de 
EID1 generó un incremento significativo en los niveles de PGC-1α y UCP1 durante 
la diferenciación temprana (día 0, 2 y 4 pos-inducción) (Fig. 4C). La transfección de 
EID1 se realizó justo antes de que las células alcanzaran el 100% de confluencia, el 
día 0 fue considerado como las 48 horas pos-transfección.  
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3.5 DISCUSIÓN 
En este estudio, se describe por primera vez un nuevo mecanismo a través del cual la 
proteína EID1 podría modular el proceso adipogénico de preadipocitos blancos.  
EID1 reduce la acumulación de lípidos en células 3T3-L1 e incrementa la expresión 
de PGC-1α y UCP1, proteínas que están implicadas en la termogénesis y se expresan 
en células adiposas pardas (21).  EID1 reduce la diferenciación de la célula adiposa 
blanca, ya que disminuye la activación transcripcional del receptor nuclear PPAR y 
bloquea la actividad de pRb. Pese a que reportes previos señalan que EID1 puede 
regular la función de otros receptores nucleares TR, ER y GR (18, 19), su habilidad 
de  modular la actividad de PPAR  no había sido descrita hasta el momento. Algunos 
estudios indican que la represión transcripcional ejercida por EID1, está mediada por 
SHP (20, 22) Aunque en este estudio no se evaluó el papel de SHP sobre la acción 
represiva de EID1. Existen varias razones por las cuales a nivel de PPAR EID1 no 
actuaría a través de SHP. Primero aunque se ha reportado que SHP aumenta la 
transactivación de PPAR (23), un amplio estudio de expresión de genes durante la 
adipogénesis de preadipocitos 3T3-L1 reveló que SHP se halla entre los receptores 
muy poco expresados o indetectables durante este proceso en esta línea celular (24). 
Con esta investigación se propone que la inhibición de p300 ejercida por EID1 puede 
ser el efecto responsable de la reducción en la actividad de PPAR y por ende en la 
diferenciación de los preadipocitos 3T3-L1. 
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La expresión elevada de EID1 durante la diferenciación adipocítica temprana, indica 
que EID1 puede regular las fases iniciales de la adipogénesis. Investigaciones previas, 
han manifestado que pRb puede coordinar el destino de la célula adiposa 
precisamente al principio de este proceso (25). De hecho, estudios in-vitro 
demuestran que la inhibición de pRb en fibroblastos evita la adquisición del fenotipo 
adiposo. Estudios más específicos en modelos animales señalan que la deficiencia de 
pRb en el tejido adiposo genera características de adipocitos pardos y exhiben altos 
niveles de expresión de UCP1 (26). Consistente con estos reportes, células MEFs 
deficientes en pRb  e inducidos a diferenciación en presencia de  rosiglitazona pueden 
también expresar UCP1 a niveles similares que adipocitos pardos (25). 
Adicionalmente, ratones con haploinsuficiencia para pRb (RB+/-) presentan 
resistencia a la obesidad y hepatoesteatosis tras ser alimentados con dieta 
hipercalórica.  De nuevo este efecto fue atribuido al incremento del metabolismo 
oxidativo, el cual fue causado probablemente por la inducción transcripcional de 
genes involucrados en el metabolismo energético semejantes a PGC-1α, UCP1 y 
NRF1 (27). En el presente estudio se mostró que EID1 puede unirse y reducir los 
niveles de pRb durante los primeros estadios de diferenciación. EID1 contiene un 
dominio LxCxE en la región carboxi terminal, que le permite la unión al sitio 
“pocket” de pRb (16). En los experimentos realizados en este estudio, se mostró que 
la deleción del C-terminal de EID1 (EID1C) que no se une a pRb, no afecta la 
adipogénesis. 
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En conclusión, EID1 reduce la actividad de PPAR a través de la reducción de la 
actividad de p300, alterando así el complejo coactivador. Debido a esta función, EID1 
pude también cumplir un importante papel en la inhibición de la activación de PPAR 
mediada por ligandos. Adicionalmente EID1 reduce la actividad de pRb en estados 
tempranos de la diferenciación de adipocitos blancos e incrementa la expresión de 
genes que están presentes en adipocitos “brown-like”.  
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CAPITULO 4 
EID1 ESTIMULA EL FENOTIPO ADIPOCÍTICO BEIGE EN ADMSCs 
OBTENIDAS DE TEJIDO HUMANO 
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4.1 RESUMEN 
El incremento de la acumulación de triglicéridos en tejido adiposo blanco, genera 
obesidad y aumenta el riesgo cardiovascular. No obstante, las células adiposas 
blancas podrían ser inducidas a mayor gasto calórico  mediante el aumento de  
reguladores que actúan en la célula adiposa parda. El presente trabajo destaca el papel 
de EID1 en el proceso de diferenciación del adipocito en las células madre 
mesenquimales derivadas de tejido adiposo subcutáneo humano. La actividad de 
EID1 en parte reduce la activación del receptor nuclear PPAR por bloquear la acción 
del coactivador p300 y PRIP, asi como la reducción del papel de pRB en la 
diferenciación celular. En las ADMSC se encontró que la sobre-expresión de EID1 
disminuye la acumulación de lípidos luego de inducir diferenciación adipogénica, 
adicionalmente EID1 activa proteínas como UCP1, PGC-1α y TFAM comprometidas 
en el gasto calórico, lo cual es característico de células “brown-like” (beige). EID1 se 
une e inhibe la proteína pRb, la cual cumple una función importante en el destino de 
la célula adiposa. En conclusión, EID1 reduce los niveles de triglicéridos en la 
diferenciación de las ADMSCs y genera características del fenotipo adipocítico beige. 
Por tanto la acción de EID1 en la adipogénesis podría ser un blanco terapéutico 
promisorio para el tratamiento de la obesidad. 
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4.2 INTRODUCCIÓN 
En los últimos años el conocimiento de moléculas o compuestos que activen la 
pérdida de peso ha aumentado sustancialmente, debido precisamente al incremento 
acelerado de la obesidad y del riesgo de adquirir enfermedades crónicas como 
hipertensión arterial, diabetes y algunos tipos de cáncer (1-3). Desde el punto de vista 
terapéutico, las características funcionales de tejido adiposo pardo, el cual metaboliza 
los lípidos para producir calor a través de la expresión de  UCP1,  podría ser activado 
en tejido adiposo blanco (4) para aumentar el  gasto calórico y por tanto generar 
reducción de peso (5, 6). Estudios recientes han mostrado que el clásico adipocito 
pardo proviene de precursores musculares Myf5 positivos (5). Sin embargo, el 
adipocito blanco puede ser inducido a una forma intermedia con morfología 
multilocular que expresa UCP1 pero que no deriva del linaje clásico de adipocito 
pardo, estos son conocidos como adipocitos “brown fat –like” o “beige” negativos 
para Myf5 (7, 8). Tanto PPAR como pRb tienen un papel clave en la diferenciación 
de la célula adiposa (9, 10). PPAR es un receptor nuclear que actúa como regulador 
central del fenotipo adipogénico. En presencia de ligando, PPAR captura proteínas 
coactivadoras con función acetilasa de histona  los cuales incluyen a SRC1  y  
p300/CBP  (11, 12). SRC1 promueve  el gasto calórico por activar la oxidación de 
ácidos grasos, de hecho, ratones SRC1-/- están predispuestos a obesidad por 
disminuir el gasto calórico y presentar baja expresión de UCP1 (13, 14).  Por su parte, 
la inactivación de p300 /CBP, disminuye la adipogénesis por afectar la expresión de 
genes blanco de PPAR como aP2, indispensables en la adquisición del fenotipo 
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maduro del adipocito (15).  Ratones CBP +/-  presentan reducción del volumen de 
adipocito blanco, asociado a la poca acumulación de triglicéridos. Sin embargo, no 
presenta fenotipo de pardo (16). Así mismo, pRb es considerada como determinante  
en la adquisición del fenotipo del adipocito. La inhibición en la actividad de pRb 
incrementa la expresión de UCP1 y PGC-1α (17, 18). Estudios en modelos murinos 
demostraron que la inactivación de pRb en tejido adiposo aumenta la actividad 
mitocondrial y genera resistencia a la obesidad (10). Adicionalmente, pRb está 
involucrao en  la vía de diferenciación de osteoblastos y adipocitos en células madre 
mesenquimales (19). En este modelo, se describió que la ausencia de pRb dirige el 
linaje hacia preadipocitos, posterior a la sobre-expresión de pRb, las células pueden 
adquirir fenotipo de adipocitos blancos. En contraste, la continua ausencia de pRb 
resulta en el desarrollo de células “brown-like” (20).  
En la búsqueda de moléculas que lograran tener un efecto modulador del proceso 
adipogénico, en esta investigación se encontró que EID1 podría ser un candidato 
posible. Debido a su caracterización inicial en otros modelos de diferenciación (21, 
22).   Posteriormente, nuestro grupo de investigación caracterizó el papel de EID1 en 
preadipocitos 3T3-L1, encontrando que su sobre-expresión disminuye los niveles de 
pRb y a su vez  activa la expresión de proteínas características de “brown-like” como 
UCP1 y PGC-1α, en estas células de linaje adipocitico blanco (23). En el presente 
estudio se  profundizó en el efecto de EID1 en células madre mesenquimales 
derivadas de tejido adiposos humano, obtenidas a partir de muestras de grasa 
subcutánea de mujeres sanas.   
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4.3 METODOLOGÍA 
4.3.1 Muestras de tejido adiposo 
Las muestras fueron obtenidas de 20 pacientes mujeres, con edad entre los 20 y 40 
años, que se sometieron a abdominoplastia. Las pacientes presentaron un  IMC entre 
23 y 25kg/m2. Adicionalmente las donantes no estaban bajo ningún tratamiento con 
fármacos durante los 3 meses anteriores a la toma de la muestra, por tanto no 
presentaron ningún tipo de enfermedad. El perfil lipídico y el metabolismo de 
carbohidratos, presentó valores normales. Las pacientes recibieron información 
detallada acerca del objetivo del estudio y firmaron el consentimiento informado. El 
proyecto fue aprobado por el comité de ética de la Universidad de La Sabana. 
4.3.2 Plásmidos y transfecciones transitorias 
PPAR fue clonado en el sitio SalI del vector pSV.SPORT1 y PPRE- Luc y Gal4-
PPAR LBD fueron obtenido de Bruce Spiegelman de Dana Farber Cancer Center, 
Boston (24). EID1 fue clonado en el vector de expresión pcDNA3-T7 en los sitios de 
restricción BamHI and EcoRI. EID1 es un mutante que carece tanto del dominio C-
terminal (LxCxE) que le permite unirse a pRb, como de los residuos acídicos 53-63 y 
92-115 que facilitan la unión con p300 (21). En cuanto a  los coactivadores, el inserto 
que codifica para p300 se encuentra en los sitios NotI y HindIII del vector CMV-
NHA. En cuanto al reportero 5XUAS fue clonado en los sitios de restricción BamHI 
y HindIII del vector pT109, el cual  posee el promotor TK acoplado a luciferasa (25). 
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La sobre-expresión de EID1 se realizó usando lipofectamina LTX (Invitrogen) acorde 
a las recomendaciones del fabricante en cajas de 24 pozos.  48 horas después de la 
transfección, fue inducida la diferenciación, contando como día 0. Los ensayos 
funcionales de actividad de luciferasa se realizaron en la línea celular U2OS. Las 
células se transfectaron al 80% de confluencia, mediante lipofectaminaTM  2000 (Life 
Technologies, Carlsbad, CA) con 0.85g de PPRE-Luc, 0.5g de CMV-
βGalactosidasa y 0.1g de PPAR,  0.2g de EID-1 y 0.1g de cada uno de los co-
activadores.  24 horas después de la transfección las células fueron tratadas con 1M 
de rosiglitazona  en DMSO como vehículo. Pasadas 24 horas, las células se lisaron y 
se midieron tanto la actividad de luciferasa como la -Galactosidasa. Los resultados 
se calcularon acorde a los cambios en la activación de la luciferasa en comparación 
con el vector de expresión vacío que se utilizó como control. Los resultados expresan 
la SEM (standard error of the mean) y representan un mínimo de 3 experimentos 
independientes realizado por triplicado. 
4.3.3 Cultivos celulares 
Células U2OS se obtuvieron de ATCC, fueron crecidas en medio DMEM  
suplementado con FBS 10%, penicilina/estreptomicina 1%, mantenidas a 37ºC y 5% 
de CO2.  Los cultivos primarios fueron realizados a partir de 40g de tejido adiposo 
subcutáneo abdominal, obtenido durante la cirugía. Las muestras de grasa fueron 
lavadas con PBS y removido todo material fibroso y vasos sanguíneos visibles.  
Posteriormente fue digerida con 250 U/mL de cologenasa tipo I, 20 mg/mL de 
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albumina sérica bovina y 60ug/mL de gentaminicina en PBS durante 90 minutos a 
37ºC en agitación. Después de la digestión las muestras fueron centrifugadas a 200g 
durante 10 minutos  y el pellet se resuspendió en una solución de lisis de eritrocitos 
compuesta por 154mM  (cloruro de amonio), 5.7mM (fosfato monobásico de potasio) 
y 0.1mM de EDTA pH 7.3 durante 10 min. Esta mezcla fue filtrada en una malla de 
nylon con poro de 150um, seguido de una centrifugación a 200g durante 10 min.  
Luego el sedimento celular fue resuspendido en medio de proliferación compuesto 
por DMEM/F12 más 10% de suero bovino fetal y gentamicina a una densidad de 
10000 células/cm2.  Pasadas 24 horas, las células adheridas fueron lavadas y 
proliferadas  en medio PM4 (DMEM/F12, 2.5% FBS, 1ng/mL de factor de 
crecimiento básico de fibroblastos, 10ng/mL de factor de crecimiento epidérmico, 8.7 
uM de insulina) (26)  hasta la confluencia para luego ser sometidas a diferenciación 
hacia adipocitos maduros. 
4.3.4 Diferenciación y cuantificación de triglicéridos 
Las células mesenquimales humanas se diferenciaron hacia adipocitos, utilizando una 
mezcla con 66nM de insulina, 1nM de triiodo-L-tironina 10ug/mL de transferrina, 
0.5mM de IBMX, 100nM de dexametasona y 1uM de rosiglitazona en medio 
DMEM/F12 durante 72 horas.  Posteriormente, el medio se cambió por medio basal 
de preadipocitos conteniendo iguales concentraciones de insulina, triiodo-L-tironina y  
transferrina únicamente durante 15 días, se realizó cambio de medio cada 3 días. La 
diferenciación de los adipocitos se observó mediante tinción con Oil red-O fijando  
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previamente las células maduras con formaldehído 10% en PBS durante 15 min a 
37°C, luego se adicionó la solución de aceite rojo en isopropanol durante 2 horas a 
temperatura ambiente.  Posteriormente se  retiró y se lavó con abundante agua para 
eliminar residuos de colorante.  Para cuantificar triglicéridos, se adicionó 1mL de 
isopropanol desteñir lo depósitos de grasa  durante 5 min. La absorbancia fue medida 
a  510nm de longitud de onda y determinados los valores relativos de triglicéridos.  
4.3.5 RNA de interferencia 
Los oligonucleótidos sintéticos de siRNA fueron diseñados y producidos  por 
Invitrogen. 3 distintas secuencias fueron ensayadas y el western blot determino cual 
se los oligonucleótidos utilizados fue el más eficiente al bloquear la expresión de 
EID1. Las secuencia más eficaz fue  AGA GAG CAG UGA CCU GCA GAU GGA 
U 3’. Las células primarias fueron transfectadas al 70% de confluencia con 30nM de 
siRNA en 1.2µL de lipofectaminaTM RNAi MAX en cajas de 24 pozos. 48 horas 
luego de la transfección, las células se indujeron a diferenciación. Pasados 6 días se 
aislaron las proteínas totales para someterlas a pruebas de western blot y detectar 
niveles de PGC-1α, TFAM y UCP1. 
 
 
 
110 
 
4.3.6 Análisis de western blot 
La extracción de proteínas totales de las ADMSCs humanas en cultivo, se tomaron 48 
horas después de la transfección de EID1 lo que corresponde al día 0. Posteriormente 
se obtuvieron extractos durante los días 3 y 6 después de la inducción de la 
diferenciación.  La obtención de las proteínas totales se realizó con buffer RIPA en 
presencia de inhibidores de proteasas (Roche), luego se cuantificaron a través del 
método bradford para trabajar con una concentración de 100ug de proteínas. Después 
se realizó la desnaturalización a 95°C para someter los extractos a electroforesis en 
gel de poliacrilamida.  Posteriormente se realizó la transferencia del producto de 
electroforesis en una membrana de PVDF previamente tratada con 100% de metanol 
durante 2 min. Para el bloqueo,  se usó  PBS-T y leche descremada en polvo al 5%.  
Luego se incubó con los respectivos anticuerpos: conejo anti PGC-1, dilución 
1:1000 (Millipore AB3242), rabbit anti TFAM dilution 1:1000 (Cell signaling 7495), 
goat anti UCP-1 dilución 1:2000 (Santacruz sc6529) y mouse anti pRb dilución 
1:2000 (Millipore AB MAB3168). Anticuerpos secundarios contra  rabbit IgG PGC-
1α y TFAM  a una dilución de 1:2000 and 1:3000 respectivamente. Además, se 
adicionaron: goat IgG UCP1 y mouse pRb a una dilución de 1:2000. La detección se 
realizó por autoradiografía acorde a las instrucciones del kit ECL Western 
(Amersham).  El análisis cuantitativo se realizó por densitometría en 3 experimentos 
independientes. Los resultados se sometieron a la prueba de análisis de varianza 
(ANOVA) y las diferencias fueron consideradas estadísticamente significativas 
cuando el valor de la media con error estándar fue de p < 0.05. 
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4.3.7 Citometría de flujo 
5x105 células (ADMSCs) se transfectaron con los plásmidos indicados, 
posteriormente se incubaron con el anticuerpo anti-CD137-PE (1:100, clone4B4-1, 
BD Biosciences) o el anticuerpo monoclonal usada como isotipo control (mouse 
IgG1), durante 20 min en cuarto oscuro. Después de realizar 2 lavadas con PBS, las 
muestras fueron sometidas a lectura en citómetro de flujo FACSCanto y se analizaron 
con el programa FlowJo (Treestar). 
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4.4 RESULTADOS 
4.4.1 EID1 disminuye la transactivación de PPAR a través de coactivadores 
Estudios anteriores han reportado que EID1 modula la transactivación de varios 
receptores nucleares como PPAR, receptor tiroideo y receptor de estrógenos, entre 
otros (27, 28).  Para determinar si EID1  podría ejercer esta acción represiva sobre 
PPAR, células U2OS fueron transitoriamente transfectadas con los plásmidos Gal4-
PPAR-LBD que posee solo el dominio de unión al ligando, junto con EID1 y el gen 
reportero 5XUAS el cual posee los elementos de respuesta para Gal4 unidos a 
luciferasa.  Tras el tratamiento con rosiglitazona, el reportero mostró una alta 
estimulación como era de esperarse (Figura 1A). La sobre-expresión de EID1 lideró 
una marcada disminución de la actividad del promotor en más de un 50% de ligando 
(Fig. 1A).  Con el fin de comprobar la acción de EID1 sobre los coactivador, células 
U2OS fueron transfectadas en presencia de los coactivadores SRC-1, p300 y PRIP  
junto con PPAR y el promotor PPRE asociado a Luc. Se encontró que la actividad 
del luciferasa aumento 6 veces cuando PPAR fue cotransfectado en presencia del 
ligando. Además se observó que los diferentes coactivadores estudiados aumentaron 
aún más la actividad del promotor PPRE pero PRIP y p300 tienen un efecto superior 
a 20 veces la activación de PPAR en presencia de rosiglitazona (Fig. 1B). En forma 
interesante se observó que al sobre-expresar EID1 los coactivadores presentaron 
diferentes niveles de activación de luciferasa. Así,  mientras SRC1 no fue afectado 
por la presencia de EID1, p300 y PRIP disminuyeron significativamente la actividad 
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del promotor regulado por PPAR, indicando un papel distinto de EID1 sobre los 
coactivadores estudiados. 
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Figura 1. EID1 reduce la transactivación de PPAR y modula la actividad de 
coactivadores. A. El plásmido que codifica para Gal4-PPAR-LBD (ligand binding 
domain) (0.1µg) fue cotransfectado con el plásmido que contiene el gen reportero 
5X-UAS (0.85µg), EID1 (0.2µg) y el plásmido control CMV-βgalactosidasa (0.5µg). 
Las células fueron tratadas en presencia o ausencia de rosiglitazona en DMSO y 
luego de 24 horas se realizó lectura de la actividad de luciferasa. B. Las células 
U2OS fueron cotrasnfectadas con el plásmido de expresión que codifica para PPRE-
Luc, EID1 (0.2ug) y 0.1ug de cada coactivador. Las células fueron tratadas con 1µM 
de rosiglitazona y pasadas 24 horas se realizó la lectura de luciferasa. La luciferasa 
se normalizó con β-galactosidasa, la activación basal refleja una unidad de actividad 
de luciferasa, que se obtuvo mediante la transfección del vector vacío en presencia o 
ausencia de ligando. Cada barra representa tres experimentos independientes 
realizados por triplicado. El test-t de student se realizó para hallar las diferencias 
estadísticamente significativas  (p0.05) como lo indican los asteriscos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
115 
 
4.2 La sobre-expresión de EID1 modula la diferenciación adipogénica de las 
ADMSCs  
En estudios iniciales, se reportó que EID1 disminuye la acumulación de triglicéridos 
en preadipocitos de ratón 3T3-L1 (23), para profundizar en el papel fisiológico de 
EID1 a nivel de adipogénesis, se valoró su acción en células ADMSCs aisladas de 
tejido adiposo de mujeres sometidas a abdominoplastia. EID1 fue sobre-expresada 
mediante transfección transitoria en las ADMSCs, 48 horas después se aislaron las 
proteínas totales correspondientes al día 0 y luego se indujo diferenciación para tomar 
muestra de los días 3 y 6 de diferenciación. Se observó una reducción significativa en 
los niveles de triglicéridos de las células tratadas con EID1, cuyos valores fueron de 
P 0.05 (Figuras 2A y 2B).   
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Figura 2. La sobre-expresión de EID1 reduce la acumulación de lípidos en 
ADMSCs. Las células obtenidas a partir de tejido adiposo subcutáneo humano, se 
transfectaron con 0.2ug de EID1 por pozo y 48 horas después de la transfección lo 
cual correspondiente al día 0, se indujo la diferenciación y 10 días después se realizó 
la tinción con oil red-O y la cuantificación de triglicéridos. Los datos expresan ±SD 
(standard deviation) de 3 experimentos independientes realizado por triplicado El 
test-t de student se realizó para hallar las diferencias estadísticamente significativas  
(p0.05) entre los niveles de triglicéridos del vector vacío y EID1 como lo indican los 
asteriscos. 
 
 
 
 
* 
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4.4.3 EID1 induce características de células “brown-like” en las ADMSC. 
En vista de la amplia evidencia que demuestra que la regulación negativa de pRb en 
la adipogénesis activa genes involucrados en el gasto calórico (10, 29, 30), además de 
los  hallazgos previos del grupo de investigación, donde se reportó que EID1 
antagoniza a pRb  durante la diferenciación de preadipocitos 3T3-L1, se valoró la 
posibilidad que la regulación negativa de EID1 sobre pRb en células ADMSCs podría 
inducir características de células “brown-like” luego de inducir la diferenciación 
diferenciadas (Fig. 3A). Para ello se realizó un procedimiento similar al realizado en 
células 3T3-L1 donde se  sobre-expresó EID1 en estas células primarias y 48 horas 
después se indujo diferenciación. Se aislaron las proteínas totales de los días 0, 3 y 6.  
Los análisis de western blot, interesantemente mostraron que la sobre-expresión de 
EID1 lideró el aumento de UCP1, PGC-1α y un marcador mitrocondrial como lo es 
TFAM, proteínas características del fenotipo adipocítico pardo (Figura 3B). Además 
estas células tratadas con EID1 muestran en su membrana, expresan CD137 (Fig. 
3C), recientemente identificado como un marcador de la identidad de los adipocitos 
beige (8).  
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Figura 3. EID1 reduce la expresión de pRb e incrementa los niveles de  proteínas 
termogénica en ADMSC. A. Se realizó sobre-expresión de EID1 en las ADMSCs,  48 
horas después se aislaron las proteínas totales del día 0  y se midieron los niveles de 
pRb mediante western blot. Los análisis cuantitativos se realizaron por densitometría 
de las bandas, para los diferentes experimentos. El punto de comparación utilizado 
como control correspondió a preadipocitos antes de inducir la diferenciación. B. Las 
ADMSCs, se transfectaron como se indica en la figura 2 y se midieron los niveles de 
expresión de PGC-1α, TFAM y UCP1 durante los días indicados (48 horas después 
de la transfección, momento en el cual se indujo la adipogénesis, se consideró día 0) 
mediante western blot. Los datos expresan ±SD  de 3 experimentos independientes 
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realizados por triplicado y los valores de p0.05 indican la diferencia significativa 
en relación a cada día y la presencia o ausencia de EID1 para las proteínas 
detectadas en el western (PGC-1α, TFAM y UCP1). C. CD137 se expresa en las 
ADMSCs. Las células primarias se transfectaron con los plásmidos que codifican 
para para EID1 y EID1. El histograma muestra el porcentaje de células que 
expresan CD137 dado el tratamiento de EID1. 
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Para investigar el papel específico de EID1 en la adipogénesis de las ADMSCs, se 
realizó un bloqueo de la expresión de EID1 mediante siRNA. Las células primarias 
fueron transfectadas con los oligonucleótidos sintéticos de siRNA, usando 
lipofectaminaTM RNAiMAX,  48 horas después de la transfección se realizó el 
western blot para determinar si el bloqueo de EID1 podría modular la expresión de 
las proteínas termogénicas evaluadas. Se observó que la reducción de los niveles de 
EID1 estuvo acompañada de la disminución en la expresión de TFAM y PGC-1α 
(Fig. 4). 
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Figura 4. El bloqueo de EID1 mediante siRNA reduce la expresión de proteínas 
termogénicas. La expresión endógena de EID1 se inhibió a través de la transfección 
de un oligonucleótido de siRNA contra EID1, en las células ADMSCs usando 
lipofectaminaTM RNAiMAX. El efecto de la inhibición de EID1 fué evaluado 6 días 
luego de inducir la diferenciación, a través de análisis de western blot para detectar 
los niveles de PGC1a  y TFAM.  
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4.5 DISCUSIÓN 
En el presente trabajo se observó un efecto inhibidor de la adipogénesis mediado por 
EID1 sobre las células ADMSC, aisladas a partir de muestras de grasa subcutánea 
humana abdominal. Concomitante con la reducción del contenido de lípidos, se 
observó un aumento de la expresión de proteínas reguladoras de termogénesis UCP1, 
TFAM y PGC-1α. EID1 fue descrito inicialmente como inhibidor de la diferenciación 
de células musculares (21) y recientemente nosotros describimos una acción similar 
en el proceso de adipogénesis en los preadipocitos 3T3-L1 (23). La reducción en el 
contenido de triglicéridos, junto con la expresión de proteínas características del 
linaje adipocítico pardo y la positiva detección del marcador CD137, detectado luego 
de la inducción de la adipogénesis, sugiere que las células moduladas con EID1 
adquieren el fenotipo “brown-like”.  Consistente con los estudios funcionales, se 
observó que EID1 disminuye la actividad de PPAR probablemente a través de la 
inhibición de p300 y del PRIP contrario a lo observado con SRC1 el cual no se ve 
modulado por la incorporación de EID1. El efecto diferencial de EID1 sobre SRC1 
favorece un incremento en  la actividad termogénica que puede aumentar la actividad 
de PGC-1α (31). Por el contrario la inhibición de p300 podría tener un efecto 
importante en la función del adipocito observada en este estudio (32). El bloqueo de 
p300 genera supresión de marcadores adipogénicos como aP2 y LPL (15). Aunque 
p300 induce una reducción en el contenido de lípidos, esto no causa 
transdiferenciación hacia el linaje adipocítico pardo. Por tanto la diferenciación 
inducida por EID1 hacia el linaje beige podría implicar la inhibición de la actividad 
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de pRb, proteína que cumple un papel fundamental en el proceso de diferenciación de 
las células madre mesenquimales (20). Varios grupos han demostrado que la 
inhibición de pRb previene la obesidad e induce aumento en el gasto calórico.  
Nuestro grupo ha observado que EID1 se une e inhibe a pRb en células 3T3-L1 (23). 
Adicionalmente, un incremento en la acetilación de pRb mediada por p300, causa un 
aumento en la función de pRb en cuanto a la diferenciación del adipocito blanco (33). 
También es posible que el efecto de pRb podría estar relacionado con la modulación 
en la actividad de PGC-1α, dado que pRb se une a los promotores de PGC-1α e 
impide su expresión (34, 35). Aquí se hipotiza que la inhibición directa de la 
actividad de pRb generada por EID1, sumado al efecto indirecto a través de la 
inhibición de la actividad acetilasa que p300 ejerce sobre pRb, contribuye a reducir la 
función de pRb y desencadena la transdiferenciación hacia adipocito beige. 
Cada vez es más claro que el tejido pardo clásico proviene del dermomiotoma, sin 
embargo existe un grupo de células denominadas “brown fat-like” que no emergen 
del linaje muscular y son positivas para UCP1 (35). Estos descubrimientos sugieren 
que puede haber otras células humanas que mediante la modulación de su fenotipo, 
induzcan características que generen un mayor gasto calórico (5, 7, 8), como es el 
caso de las células mesenquimales inmersas en tejido adiposo subcutáneo blanco 
(específicamente las ADMSCs). Debido al papel de  pRb en la  regulación entre el 
fenotipo osteogénico y adipogénico, puesto que una constante inactivación de esta 
proteína en células precursoras mesenquimales induce adipocitos pardos, con los 
datos señalados en este estudio se puede inferir que la inhibición de pRb tiene una 
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acción fundamental en el proceso de transdiferenciación (19, 30). No obstante, no se 
puede descartar que una variación en la actividad de los coactivadores, mediada por 
EID1 pueda estar también involucrada en este proceso. 
 
En conclusión, se sugieren dos posibles vías de acción de EID1. El primer modelo 
implica la modulación de PPAR vía inhibición de p300 generando bloqueo de la 
diferenciación de la adipogénesis. El segundo modelo involucra la modulación de la 
diferenciación temprana de las ADMSCs vía inhibición de pRb, lo cual le permite 
adquirir fenotipo de células “brown-like” mediante la activación de proteínas 
involucradas en el gasto calórico.  Por tanto el mecanismo fisiológico y molecular de 
EID1 puede servir como modelo para la generación de nuevos blancos terapéuticos 
en el tratamiento de la obesidad. 
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5. CONCLUSIONES 
-  La modulación de la actividad transcripcional de PPAR  producida por diferentes 
ligandos puede promover  un efecto diferencial en la inducción de la activación de 
algunos genes del adipocito. 
-  El efecto diferenciador de la activación transcripcional de PPAR ejercida por 
diferentes ligandos depende en parte de la acumulación diferencial de coactivadores 
probablemente por cambios conformacionales en la estructura de PPAR.  
-  La proteína EID1 modifica la expresión génica mediada por PPAR debido a una 
reducción de la actividad de cofactores transcripcionales especialmente el coactivador 
p300. 
-  EID1 afecta el fenotipo de las células adiposas provenientes de líneas celulares de 
ratón y preadipocitos originarios de células estaminales de tejido graso humano 
subcutáneo. 
-  La reducción de la acumulación de lípidos en los adipocitos tratados con EID1 
puede ser consecuencia de una transdiferenciación de las células adiposas blancas.  
-  La reducción de la actividad de la proteína pRb efectuada por EID1 puede producir 
un aumento de la actividad termogénicas de las células 3T3-L1 y preadipocitos 
provenientes de grasa subcutánea de adultos sanos manifiesto por mayor expresión de 
proteínas UCP1, PGC-1α y TFAM.  
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-  EID1 puede producir células adipocíticas beige al ser sobre-expresada en las células 
subcutáneas de preadipocitos humanos identificados por marcadores de superficie. 
-  La acción de EID1 es un recurso prometedor para reducir la grasa en los adipocitos 
por su efecto en la regulación de la termogénesis y el gasto calórico.  
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6. PERSPECTIVAS  
-  Los experimentos in vitro demostraron un efecto regulador de la actividad de las 
células adiposas blancas ejercido por EID1 que tanto fenotípicamente como en la 
regulación molecular pueden ser de gran utilidad para la terapia de la obesidad. 
-  A pesar de los interesantes hallazgos descritos en los capítulos 3 y 4, la generación 
de un modelo in vivo mediante la realización de un transgén de EID1 que se exprese 
solo en tejido adiposo, puede ser un avance importante en los estudios preclínicos que 
determinarían el efecto fisiológico de EID1 en un entorno multiorgánico. La 
construcción del transgen constituido por el promotor del gen aP2, unido corriente 
abajo a EID1 y los ensayos de expresión de la molécula realizados en adipocitos 
maduros 3T3-L1, se constituye en un paso inicial para dar continuidad a este proyecto 
de investigación (Anexo 1). 
-  La producción de células beige a través de terapia génica con adenovirus que 
puedan incorporarse a la célula adiposa blanca y sólo expresen EID1 en el entorno de 
estas células es una consideración para el desarrollo de fármacos para obesidad.  
-  Estudios ulteriores deben valorar si al cambiar el fenotipo de las células adiposas 
blancas mediante EID1 puede permitir que estas células reduzcan la resistencia a la 
insulina y ser importante para la terapia de trastornos metabólicos como la diabetes 
tipo 2. 
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-  Es importante estudiar la producción de adipocitoquinas con el cambio fenotípico 
inducido por EID1, debido a que muchas de las alteraciones de la obesidad son 
realizadas por el efecto que producen estas sustancias en el sistema cardiovascular, 
sistema nervioso central, el control de la saciedad y hambre en el hipotálamo e 
hipófisis y la producción hepática de lípidos y glucosa.   
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ANEXO 1 
GENERACIÓN DEL TRANSGEN DE EID1 (aP2-EID1) PARA 
DESARROLLO Y EVALUACIÓN FUTURA DE UN RATÓN TRANSGÉNICO 
DE EID1 
 
 
 
 
 
 
 
136 
 
INTRODUCCIÓN 
Teniendo en cuenta los datos obtenidos anteriormente por el grupo, donde EID1 
moduló la célula adipocítica blanca, se planteó un paso adicional en la profundización 
del conocimiento de la acción de EID1, con miras al futuro desarrollo de un ratón 
modificado genéticamente capaz de expresar EID1 específicamente en el tejido 
adiposo. Para ello, en primera instancia, se desarrolló una construcción transgénica 
que constó  de dos componentes esenciales: el gen estructural (EID1) unido corriente 
arriba a un elemento regulador del gen aP2 que es estimulado específicamente en 
tejido adiposo. Luego de obtener el transgen, fue probada su expresión en células 
adiposas 3T3-L1, en este punto se tomaron los preadipocitos y fueron inducidos a 
diferenciación, posteriormente fue transfectado el transgen (aP2-EID1) de tal modo 
que las células maduras al expresar factores de transcripción específicos que 
estimularan el promotor aP2, indujeran como consecuencia la expresión de EID1 
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METODOLOGÍA 
Este estudio involucró el desarrollo del transgen con herramientas de bioinformática e 
ingeniería genética, cultivo y diferenciación de células adiposas y expresión de 
proteínas. 
 Para el desarrollo del transgen, se obtuvo muestra de DNA genómico de ratón con el 
fin de amplificar y aislar el promotor de aP2 a partir de PCR (Figura 1), 
posteriormente, el producto fue purificado, clonado, transformado en E. Coli y 
enviado a secuenciación. 
 La secuencia WPRE que aumenta la eficiencia de expresión en la expresión de 
genes, se cortó e insertó en el vector pCX destinado para la generación del transgen 
(Figura 2A). 
 En cuanto a EID1, fue amplificado por PCR, luego fue purificado, clonado en el 
vector pCX, transformado en E.Coli  y enviado a secuenciación (Figura  2B). 
 El último paso consistió en insertar el promotor aP2 corriente arriba de EID1, en el 
vector pCX (Figura 2C).  
Cultivos celulares y diferenciación: Para determinar la funcionalidad del transgen, 
preadipocitos 3T3-L1 fueron inducidos a diferenciación y transfectados 3 días 
después con el transgen (aP2-EID1), utilizando lipofectamina (Figura 3A) 
-Expresión del transgen: 48 horas después de la transfección del transgen, se 
aislaron proteínas totales y se detectó la expresión de EID1 a través de western blot. 
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Luego de comprobar la expresión de la proteína de estudio, el transgen fue enviado 
para microinyección de 200 oocitos y posterior obtención del modelo transgénico 
(Figura 3B). 
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RESULTADOS 
El transgen realizado posee las secuencias específicas del promotor y de la molécula 
de estudio. Las Figuras 1, 2A, 2B y 2C muestran el producto del gen correspondiente 
a cada una de las etapas requeridas para obtener el transgen.  Adicionalmente los 
resultados de western blot en las células 3T3-L1 diferenciadas (Figura 3A y 3B) 
muestran un incremento en la expresión de EID1 por estímulo del promotor aP2 en 
estas células diferenciadas, incluso a niveles similares de las células tratadas con el 
control positivo. Por último se cortó y purificó la secuencia completa (aP2-EID1) 
para ser enviada a la compañía que realizará la microinyección del gen en los oocitos 
fertilizados y posteriormente  serán implantados en ratonas de la cepa C57BL/6, para 
la generación del ratón transgénico de EID1 con el promotor específico de aP2. 
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Figura 1. Obtención del DNA genómico de ratón a partir de tejido distal de la cola. 
Realización de la PCR con cebadores específicos para el promotor del gen aP2 y 
producto amplificado que corresponde a 5,4kb del tamaño del promotor. 
 
          A.                                           B.                                          C. 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Ligación de cada uno de los segmentos que hacen parte de la construcción 
genética. A. Clonación de la secuencia WPRE en el vector pCX y producto obtenido 
luego del aislamiento de la secuencia WPRE  (650pb). B. Clonación de la secuencia 
del gen EID1 corriente arriba de WPRE en el vector pCX y producto amplificado de 
B BB
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EID1 (570pb), clonado en pCX y digerido con enzimas de restricción para 
comprobar su adecuada inserción en el vector. C. Clonación del promotor del gen 
aP2 corriente arriba de EID1 y producto correspondiente a la digestión con enzimas 
de restricción del transgen completo (7300pb) y el vector pCX (2500pb). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Expresión de EID1 por estimulación del promotor aP2 en adipocitos 
maduros 3T3-L1.  A. Células 3T3-L1  fueron inducidas a diferenciación  y cuando 
presentaron gotas de lípidos como señal de maduración, se transfectaron con el 
transgen. B. 48 horas después de la transfección, fueron aisladas las proteínas 
totales y se midieron los niveles de EID1 por western blot. Como control positivo se 
sobre-expresó un vector con EID1 y para medir los niveles endógenos se realizó 
transfección con un vector vacío. Se utilizaron 2 relaciones de  vector lipofectamina 
1:5 y 1:4 
     A 
B 
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CONCLUSIONES 
El efecto de EID1 en la adipogénesis de células de ratón y humanas, nos ha permitido 
profundizar en la investigación de moléculas capaces de activar el gasto calórico. En 
este sentido, el desarrollo de investigaciones que generen conocimiento a partir del 
uso de animales transgénicos, se convierte en un paso imprescindible para avances en 
investigación traslacional. Por tal motivo, el hecho que el transgen generado sea 
capaz de expresar EID1 por activación de un promotor específico de tejido adiposo, 
es un importante logro inicial en el entendimiento y posible función de esta molécula 
en el modelo animal, y un acercamiento en el desarrollo de nuevas terapias para 
combatir la obesidad. 
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PPARc and pRB play an important role in the development of adipose cells, and functional modification of
these proteins may lead to beneficial changes in adipose cell physiology. In the present work, we show that
over-expression of EID1 (E1A-like inhibitor of differentiation), an inhibitor of muscle cell differentiation,
reduces PPARc ligand-dependent transactivation and decreases triglyceride stores in pre-adipocytes (3T3-
L1 cells). Additionally, we found that EID1 binds to pRB at the onset of adipocyte differentiation and may
act to reduce pRB levels. Over-expression of EID1 in 3T3-L1 cells leads to increased expression of UCP1 and
PGC-1a, both of which are involved in caloric dissipation and thermogenesis, in brown adipose tissue.
These results indicate that EID1 is able to reduce fat accumulation in adipose cells and induce expression
of brown fat genes in pre-adipocytes (3T3-L1 cells) normally destined to become white fat cells. The func-
tional reduction of PPARc and pRB mediated by EID1 in adipose cells may play an important role in insulin
resistance and the metabolic syndrome.
 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.1. Introduction
Adipocytes contribute to complications that arise from the met-
abolic syndrome by releasing various substances that are involved
in insulin resistance and atherosclerosis [1–3]. A reduction in the
amount or function of WAT (white adipose tissue) along with
greater proliferation of BAT (brown adipose tissue), which in-
creases caloric production, might preclude some of the complica-
tions induced by obesity [4]. BAT levels are high in human
neonates but progressively decrease in adults. However, recent
work has shown that BAT is expressed in adults in a tempera-
ture-sensitive manner, a phenomenon that may lead to novel ther-
apeutic applications [5–7].
PPARc (peroxisome proliferator-activated receptor-gamma), a
member of the nuclear hormone receptor superfamily, plays a
central role in the differentiation of both WAT and BAT. Binding
of ligands to PPARc triggers conformational changes that allow it
to interact with transcriptional co-activators, including members
of the p160 steroid receptor co-activator (SRC) family, the p300/
CBP complex and the Mediator complex [8,9]. PGC-1a (PPARc co-
activator 1 alpha), identified originally as PPARc co-activator
[10], has emerged as a dominant regulator of mitochondrial bio-
genesis and oxidative metabolic pathways in many cell types by
virtue of its function as a co-activator of various transcriptionll rights reserved.
ical Research (CIBUS), School
niversidad de La Sabana, La
55x2623.
o (F. Lizcano).factors. Ectopic expression of PGC-1a in white fat cells leads to
the induction of mitochondrial and thermogenic genes including
UCP1 (uncoupling protein 1) [11]. Some PPARc agonists are
thought to function, at least in part, by enhancing a brown adi-
pose phenotype in WAT [12]. However, ectopic expression of
PPARc in mesenchymal cells induces white, not brown, fat cells,
providing evidence for the role of co-activators in defining adipo-
cyte traits [13]. Adipocytes from retinoblastoma protein (pRB)-
deficient fibroblasts or embryonic stem cells exhibit a brown
fat phenotype with high mitochondrial content and elevated
expression of UCP1, PGC-1a and mitochondrial genes [14]. Inter-
estingly, pRB has been shown to directly bind the PGC-1a pro-
moter and repress its transcription [15].
New compounds that modulate PPARc transcriptional activity
and suppress pRB function may help prevent obesity; in the pres-
ent study, we found that EID1 [16,17] reduces adipogenesis. EID1
was previously known to inhibit muscle cell differentiation by
blocking the histone acetylase activity of p300, leading to a reduc-
tion in MyoD transcription. In the present study, we analyzed for
the first time the effect of EID1 on adipose cells. We observed that
EID1 decreases rosiglitazone-stimulated transactivation by PPARc.
EID1 also binds to pRB at the onset of adipocyte differentiation,
thereby reducing pRB levels. We argue that the relative abundance
of PGC-1a and UCP1 observed when EID1 is over-expressed in 3T3-
L1 cells may be due to a reduction in the level of pRB. In conclusion,
EID1 reduces accumulation of triglycerides and increases expres-
sion of genes that stimulate caloric production in WAT. These find-
ings may aid in the development of potential therapeutic strategies
to counter obesity.
Diverse coactivator recruitment through differential PPAR nuclear receptor
agonism
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Abstract
The PPAR nuclear receptor regulates the expression of genes involved in lipid and carbohydrate metabolism, and it
has protective effects in some patients with type 2 diabetes. Nevertheless, the therapeutic value of the PPAR nu-
clear receptor protein is limited due to the secondary effects of some PPAR ligands. Because the downstream
effects of PPAR are determined by the binding of specific cofactors that are mediated by ligand-induced confor-
mational changes, we evaluated the differential effects of various ligands on the binding of certain cofactors associ-
ated with PPAR. The ligands used were rosiglitazone for treating type 2 diabetes and telmisartan for treating arterial
hypertension. Functional, phenotypic, and molecular studies were conducted on pre-adipocyte 3T3-L1 and func-
tional studies in U2OS cells. The moderating influence of various cofactor families was evaluated using transient
transfection assays. Our findings confirm that telmisartan has a partial modulating effect on PPAR activity com-
pared to rosiglitazone. The cofactors SRC1 and GRIP1 mediate the activity of telmisartan and rosiglitazone and par-
tially determine the difference in their effects. Studying the modulating activity of these cofactors can provide
interesting insights for developing new therapeutic approaches for certain metabolic diseases.
Keywords: DNA binding proteins co-activator, gene expression, transcription, telmisartan.
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Introduction
PPAR (peroxisome proliferator-activated receptor-
gamma) is a transcription factor and a member of the nu-
clear receptor protein family, which regulates gene expres-
sion via binding at concrete DNA sites known as PPAR
response elements (PPREs). The role of PPAR includes
regulating carbohydrate and lipid metabolism and cellular
differentiation processes (Ferre 2004; Lehrke and Lazar,
2005; Shulman and Mangelsdorf, 2005). At the structural
level, PPAR has several functional domains. The ligand
binding domain (LBD) at the C-terminus modulates the re-
ceptor’s structural conformation, thus permitting the cap-
ture of transcriptional cofactors that assist in reactions
required to induce greater transcription of specific genes
(Nolte et al., 1998; Bähr et al., 2011). These cofactors may
act through direct changes in the structural conformation of
chromatin, as is the case with the p160 family of steroid re-
ceptors (SRC) and the p300 (E1A-associated 300-kDa
binding protein)/CBP (cyclic AMP response element-
binding protein) complex (Aoyagi and Archer, 2008; Bähr
et al., 2011).
PPAR is a key regulator in the differentiation of adi-
pose cells. Gene expression resulting from complete activa-
tion of PPAR by certain synthetic ligands can increase
insulin sensitivity (Rosenfeld and Glass, 2001; Staels and
Fruchart, 2005). Notwithstanding these beneficial effects,
the pharmacological potential of these ligands is limited by
adverse effects, including weight gain, water retention and
increased concentrations of lipoproteins (Guan et al., 2005;
Lago et al., 2007; Nissen and Wolski, 2007). A partial acti-
vation of PPAR remains an interesting theoretical ap-
proach if the metabolic benefits can be maintained and the
secondary effects be eliminated. This could be achieved
through the use of partial agonists, known as selective
PPAR modulators (SPPARMs) (Toyoma et al., 2011).
Telmisartan, an angiotensin receptor blocker (ARB), was
characterized as a potential partial modulator of PPAR al-
though data on telmisartan’s effects are not entirely conclu-
sive (Schupp et al., 2005).
In this study, we evaluate the activation of PPAR in
the presence of rosiglitazone and telmisartan, and further
investigate PPAR’s ability to incorporate specific co-
factors in pre-adipocyte cells. We find that both
rosiglitazone and telmisartan differentially reduce
triglyceride accumulation in 3T3-L1 pre-adipocyte cells,
and show that the magnitude of the effect is dependent on
the presence of certain cofactors. These findings are likely
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ABSTRACT 
 
The increase in lipid accumulation in white adipose tissue enhances cardiovascular risk. 
However, white adipose cells can be stimulated to increase their caloric expenditure by 
expressing specific factors. This study highlights the role of EID1 (E1A-like inhibitor of 
differentiation) in the adipogenic process in human adipose-derived mesenchymal stem cells. 
EID1 reduced the activation of the nuclear receptor PPAR by blocking the co-activators p300 
and PRIP. We determined that in human ADMSCs, EID1 overexpression reduced lipid 
accumulation. Furthermore, EID1 activated proteins that are involved in caloric expenditure, 
such as UCP1, PGC1, and TFAM, which are characteristic of brown-like (beige) cells. EID1 
bound and inhibited the retinoblastoma protein (pRB), which plays an important role in the 
fate of adipose cells. In conclusion, EID1 reduces lipid accumulation in ADMSCs and mediate 
the acquisition of a beige adipose cell phenotype. Therefore, the role of EID1 in adipogenesis 
could serve as a promising therapeutic target for obesity treatment. 
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1 EID1 (E1A-like inhibitor of differentiation); ADMSC (adipose-derived mesenchymal stem 
cells); PPAR (peroxisome proliferator-activated receptor-gamma); PRIP (peroxisome 
proliferator-activated receptor interacting protein); SRC1 (steroid receptor coactivators 1); 
UCP1 (uncoupling protein 1); PGC1 (peroxisome proliferator-activated receptor coactivator-
1); TFAM (mitochondrial transcription factor A); p300 (the early region 1A (E1A)-associated 
300-kDa binding protein); ( pRB (retinoblastoma protein); aP2 (fatty acid-binding protein) 
